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1.1. IDEAS GENERALES. 
La enfermedad de Alzheimer (EA), junto con el resto de demencias, ha pasado de ser 
la sexta causa de mortalidad en los países desarrollados en el año 2004 (3,4% 
mortalidad) a la cuarta en el 2008 (4,1%), de acuerdo con los datos de la Organización 
Mundial de la Salud (OMS)1. Aunque estas cifras son en sí mismas muy importantes, es 
todavía más relevante la repercusión debida a su tasa de morbilidad. El elevado número 
de personas que padecen la enfermedad causa un gran coste, no sólo económico sino 
también emocional, relacionado con el cuidado de estos pacientes. Se estima que 
alrededor del 6% de la población con edad superior a los 65 años sufre algún tipo de 
demencia, para un número total de personas afectadas cercano a los 36 millones, según 
datos de la OMS en el año 2009, al que se sumarían 4,6 millones de nuevos casos por 
año. Según estos datos, se estima que 81,1 millones de personas estarán afectadas en el 
año 20402.  
La enfermedad de Alzheimer es la causa más común de demencia, entre el 50-70% de 
todas las demencias, seguida por las demencias vascular, mixta y con cuerpos de Levy, 
según estudios realizados en países desarrollados3. La EA es un trastorno 
neurodegenerativo en el sistema nervioso central (SNC) que ocurre por lo general en 
personas de avanzada edad, caracterizado por un progresivo deterioro en las funciones 
cognitivas de manera irreversible. Clínicamente, esta enfermedad se caracteriza por 
provocar deterioro cognitivo, perdida de memoria progresiva, desorientación y 
alteraciones en el lenguaje, todo ello acompañado por un comportamiento anormal y 
cambios de personalidad, llegando finalmente a la muerte del individuo. 
Desde un punto de vista fisiopatológico, la EA se caracteriza por lesiones que se 
manifiestan por la aparición de depósitos proteínicos consistentes en placas neuríticas, 
compuestas por depósitos extracelulares de péptido β-amiloide (placas de β-amiloide) y 
por ovillos interneuronales formados por neurofibrillas, consistentes en filamentos 
enrollados de la proteína tau4-6. 
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Las placas corticales son densos núcleos protéicos rodeados por neuronas dañadas 
y/o destruidas, cuyo principal componente es el péptido β-amiloide, que es un derivado 
del dominio transmembranal de la región extracelular de la proteína precursora β-amiloide 
(APP)7, mientras que los nudos neurofibrilares están compuestos, principalmente, por 
filamentos de la forma hiperfosforilada de los microtúbulos asociados a la proteína tau8 y 
se encuentran dentro de neuronas y proyecciones neuronales (Fig. 1). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Representación esquemática de la hipótesis amiloide en la enfermedad de 
Alzheimer. Adaptada de Melchione et al.9. 
Una función biológica afectada en la EA es la neurotransmisión colinérgica, 
responsable de la mayor parte de las alteraciones cognitivas como consecuencia de un 
déficit de acetilcolina (ACh). Por tanto, los fármacos colinérgicos inhibidores de AChE, 
como el donepezilo (aricept), rivastigmina (exelon), o galantamina (reminyl) (Fig. 2) son 
los medicamentos de referencia para su tratamiento. Estos fármacos, si bien son los más 
prescritos, se recetan como tratamiento sintomático, con beneficios únicamente 
temporales, ya que la enfermedad continúa con su evolución10-13. 
La única alternativa terapéutica disponible en la actualidad que actúa mediante un 
mecanismo diferente corresponde a la memantina (ebixa), un antagonista del receptor N-
β-secretasa α-secretasa
αβ
αβ-agregación
αβ-oligomerización
mitocondria
placas 
seniles
nudos 
neurofibrilares
muerte celular
hiperfosforilación
proteína tau
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metil-D-aspartato (NMDA) (Fig. 2). La memantina ejerce su modo de acción mediante el 
bloqueo de los efectos asociados con una anómala transmisión del neurotransmisor 
glutamato, seguido por el restablecimiento de la transmisión fisiológica asociada a un 
normal funcionamiento celular14. Mientras que los inhibidores de AChE se prescriben para 
el tratamiento de la EA suave a moderada, la memantina está indicada para la fase 
moderada o severa. 
O
MeO
MeO
N
donepezilo
NO
HO
H
MeO
galantamina
N
O
O
N
rivastigmina
NH2
memantina  
Figura 2. Estructuras de los principios activos de los medicamentos utilizados para el 
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 
El hecho de que en la enfermedad de Alzheimer se vean alterados un gran número de 
procesos y, además, no se conozca una clara relación entre el desarrollo de la 
enfermedad y las causas que la provocan, hace que existan muchas dianas susceptibles 
de ser el origen y la solución de la misma. En la actualidad, hay diferentes empresas 
farmacéuticas involucradas en el desarrollo en fase clínica de nuevos fármacos15-18. Los 
compuestos más interesantes que se han descrito en fase clínica II y III, se encuentran 
recogidos en la tabla 1. 
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Tabla 1. Fármacos para la enfermedad de Alzheimer que se encuentran ensayándose en 
fases clínicas II y III. 
 
 
Fármaco Fase Clínica Modo de Acción Descrito Empresa 
Bapineuzumab Fase III 
Anticuerpo monoclonal 
humanizado del extremo  
N-terminal del péptido β-amiloide 
Pfizer / Janssen 
Solanezumab Fase III 
Anticuerpo monoclonal 
humanizado de la  
zona central del péptido β-amiloide 
Eli Lilly 
Inmunoglobulina 
intravenosa 
 (IVIg) 
Fase III 
Aislada de sangre humana. que 
tiene propiedades anti-β-amiloide y 
anti-inflamatorias 
Baxter 
Scyllo-Inositol 
(ELND 005) 
Fase II 
completada. 
Fase III en 
preparación 
Previene o inhibe la agregación del 
péptido β-amiloide Elan 
Cloruro de 
metiltionilo 
(Rember) 
Fase II 
completada. 
Fase III en 
preparación 
No está claro, parece actuar 
medianta la inhibición de la 
fosforilación de la proteína tau o 
favoreciendo la desagregación del 
péptido β-amiloide. 
TauRx 
Pharmaceuticals 
Davenutide  
(AL-108) 
Fase II 
completada 
Estabilizante de microtúbulos. 
Inhibe la hiperfoforilación de la 
proteína tau y la fomación de 
nudos neurofibrilares 
Allon 
Tideglusib 
(Nypta) Fase IIb 
Inhibidor de GSK-3β, previene la 
hiperfosforilación dela proteína tau Noscira 
PBT2 Fase IIb 
Quelante de iones metálicos. 
Inhibe la hiperfosforilación de la 
proteína tau y la agragacón del 
péptido β-amiloide. 
Prana 
Biotechnology 
CERE-110 Fase II 
Adenovirus que actúa a traves del 
gen de factor de crecimiento 
neuronal (protección neuronal) 
Ceregene 
BMS-708163 Fase II 
Inhibe la formación de γ-secretasa, 
y por tanto la formación del péptido 
β-amiloide. 
Bristol-Myers 
Squibb 
PF-04494700 
(TTP488) Fase II 
Inhibidor del receptor RAGE, 
modula la actividad glialy reduce la 
formación de las placas de β-
amiloide. 
Pfizer 
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Además de estos compuestos, hay que mencionar además al Dimebon (Medivation Inc.), 
que actúa como inhibidor de las colinesterasas y del receptor NMDA, si bien los últimos 
resultados disponibles, resultantes de un gran estudio llevado a cabo en EEUU con 
pacientes de Alzheimer, fueron muy desalentadores, ya que no se pudo demostrar ningún 
beneficio significativo. Como consecuencia de estos estudios, Pfizer y Medivation 
(empresa biotecnológica con sede en California) han decidido poner fin a su acuerdo para 
desarrollar conjuntamente Dimebon.  
Por otra parte, hay que resaltar al Tideglusib (Nypta), que ofrece una alternativa 
actuando en la enzima GSK-3β y está siendo desarrollado por la empresa biotecnológica 
española Noscira.  
A pesar del esfuerzo de la comunidad científica internacional en la búsqueda de un 
tratamiento efectivo para la enfermedad de Alzheimer, los resultados han sido escasos, 
sin que haya sido aprobado ningún nuevo fármaco desde el año 2003, cuando la FDA 
aprobó el uso clínico de la memantina. Ello, unido al hecho de que la mayoría de estas 
estrategias hayan ido enfocadas únicamente al péptido β-amiloide, ha producido cierto 
escepticismo en esta vía. En la actualidad, es difícil predecir cual será la estrategia que 
conduzca a la obtención de fármacos más eficaces a los actuales. 
 
1.2. APLICACIÓN DE LAS TERAPIAS MULTIDIANA. 
En el desarrollo de fármacos, existe la idea comúnmente aceptada de que un “hit” 
prometedor debe tener una alta afinidad (potencia) por el correspondiente receptor y una 
gran selectividad respecto a su modo de acción. Aunque todavía la mayor parte de las 
estrategias para la obtención de un fármaco siguen basándose en ésta idea, el concepto 
de fármaco multidiana, en el que una sola molécula interacciona con dos o más dianas 
terapéuticas al mismo tiempo, está adquiriendo cada vez mayor aceptación9. En un 
sentido similar se podría argumentar respecto a la necesidad de que un fármaco tenga 
una gran potencia. Existen estudios sobre fármacos multidiana con una menor afinidad 
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por un determinado receptor y, sin embargo, capaces de mostrar una mayor eficacia en 
cuanto a su acción respecto a fármacos selectivos y más potentes19. 
Las limitaciones existentes en la eficacia de los fármacos altamente selectivos se 
hacen más patentes cuando nos enfrentamos a enfermedades complejas, tales como el 
cáncer o las enfermedades que afectan al sistema nervioso central (SNC). En el 
tratamiento del cáncer, una estrategia terapéutica actual consiste en un coctel de 
fármacos que actúan en distintas dianas terapéuticas. Dada la complejidad de los 
desórdenes que afectan al SNC, el tratamiento mediante la aplicación de fármacos 
multidiana debe ser una estrategia a considerar, con el objetivo de hacer frente de una 
manera más eficaz al tratamiento de la enfermedad20. Por ello, la obtención de nuevos 
compuestos capaces de interaccionar favorablemente con varias dianas farmacológicas, 
también conocidos como ligandos múltiples, supone un reto desde el punto de vista de la 
Química Médica. 
En este contexto, los cannabinoides son una interesante familia a considerar debido a 
sus peculiares propiedades farmacológicas. La complejidad del sistema cannabinoide, 
caracterizado por la naturaleza promiscua de los ligandos endocannabinoides y sus 
metabolitos21, encaja perfectamente con el concepto de fármacos multidiana. Por otra 
parte, hay suficientes evidencias que indican la existencia de una estrecha relación entre 
el sistema cannabinoide y el SNC22, 23. 
1.3. SISTEMA CANNABINOIDE EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 
El sistema endocannabinoide es una organización compleja que comprende los 
receptores transmembranales CB1 y CB2, sus ligandos endógenos (conocidos como 
endocannabinoides), y los mecanismos de síntesis, transporte e inactivación de los 
mismos. Los ligandos cannabinoides exógenos (agonistas, antagonistas, agonistas 
inversos), son aquellas estructuras naturales o sintéticas que modifican a los receptores 
cannabinoides. 
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Hasta la fecha se han aislado e identificado dos receptores cannabinoides (CBRs), el 
receptor CB1 en 199024 y el receptor CB2 en 199325. Inicialmente se creía que el receptor 
CB1 estaba distribuido principalmente en el SNC, mientras que el receptor CB2 se 
encontraba localizado en el sistema periférico. Sin embargo, el receptor CB1 ha sido 
encontrado también en tejidos periféricos (sistema reproductor, cardiovascular26) y el 
receptor CB2 en el sistema nervioso central27-29. Hasta la fecha, los receptores CB1 y CB2 
no han sido cristalizados y no se conoce su estructura tridimensional, aunque existen 
numerosos modelos teóricos que serán comentados más adelante en el capítulo 4. 
Ligandos Cannabinoides. 
El término cannabinoide fue utilizado inicialmente para describir los compuestos 
tricíclicos de los productos naturales aislados de la planta Cannabis sativa, en donde el 
compuesto (-)-Δ9-trans-tetrahidrocannabinol (Δ9-THC) es el principal componente 
psicoactivo. La composición desde un punto de vista químico de la planta Cannabis sativa 
es muy compleja debido al gran número de componentes caracterizados. Contiene por lo 
menos 70 compuestos derivados de diterpeno, que se pueden clasificar en al menos 11 
grupos30 (Fig. 3): cannabigerol (CBG) (7 derivados), cannabicromeno (CBC) (5 derivados), 
cannabidiol (CBD) (7 derivados), (−)-Δ9-trans-tetrahidrocannabinol (Δ9-THC) (9 derivados), 
(−)-Δ8-trans-tetrahidrocannabinol (Δ8-THC) (2 derivados), (CBL) cannabiciclol (3 
derivados), cannabielsoin (CBE) (5 derivados), cannabinol (CBN) (7 derivados), 
cannabinodiol (CBND) (2 derivados), cannabitriol (CBT) (9 derivados), otros tipos (14 
derivados).  
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Figura 3. Estructuras de los principales fitocannabinoides. 
El descubrimiento de los receptores cannabinoides y la existencia de cannabinoides 
selectivos y potentes, sugerían necesariamente la existencia de ligandos endógenos 
capaces de unirse a estos receptores. Efectivamente, dos años después de la clonación 
del primer receptor cannabinoide se produjo el aislamiento y caracterización del primer 
endocannabinoide, la araquidonoiletanolamida (AEA), comúnmente llamado 
anandamida31, y posteriormente del 2-araquidonoilglicerol (2-AG)32, 33.  
Otros endocannabinoides propuestos son el 2-araquidonilgliceriléter (2-AGE, noladin 
éter)34, la O-araquidonoiletanolamina (OAE, virodamina)35 y la N-araquidonoildopamina 
(NADA)36 (Fig. 4), si bien el papel que desempeñan no está todavía suficientemente claro. 
Estos endocannabinoides desde un punto de vista químico son amidas, ésteres o éteres 
de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga, que actúan como nuevos mediadores 
lipídicos. Los cannabinoides endógenos son metabolitos lipófílos del ácido araquidónico y 
son sintetizados, liberados, capturados y/o metabolizados en las células nerviosas. Su 
biosíntesis se realiza en función de la demanda por el organismo y sufren una rápida 
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degradación, por lo que su liberación se produce en las inmediaciones de su lugar de 
acción. 
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Figura 4. Estructuras de los principales endocannabinoides. 
La anandamida (AEA) es sintetizada por las neuronas postsinápticas y se une a los 
receptores CB1 y CB237 aunque su afinidad por el receptor CB2 es aproximadamente 
cuatro veces menor que para el receptor CB138. Los niveles más altos de anandamida se 
encuentran en las áreas del cerebro con altas densidades de CBRs, tales como el 
hipocampo, el striatum, el cerebelo y la corteza. El 2-araquidonoilglicerol (2-AG) es el 
segundo endocannabinoide aislado32, 33 y se comporta como agonista de los receptores 
CB1 y CB2 con una afinidad similar para ambos32, 39. Aunque el 2-AG exhibe una afinidad 
más baja para el CBR1 que la anandamida, se comporta como un agonista total mientras 
que la anandamida muestra un agonismo parcial frente a CBR1, estando además 
presente en el cerebro a niveles más altos, por lo que es considerado como el agonista 
endógeno primario para los receptores CB1 y CB2. 
Agonistas de los receptores cannabinoides. 
Desde un punto de vista químico, los agonistas de los receptores cannabinoides se 
pueden clasificar en diversos grupos: fitocannabinoides, que incluyen productos naturales 
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aislados de Cannabis sativa, análogos sintéticos de los cannabinoides naturales (sistemas 
generalmente bicíclicos que carecen de un anillo), como el CP-55,94040 y los 
aminoalquilindoles, siendo el WIN55212-2 el miembro más conocido38. Además de estos 
grupos, que son los más representativos, existen otros compuestos con diferentes 
estructuras químicas que han demostrado características cannabinoides y son 
actualmente tema de investigación22, 41, 42. 
Los fitocannabinoides, son derivados naturales tricíclicos que incluyen al Δ9-
tetrahidrocannabinol (Δ9-THC)43 y a otros compuestos farmacológicamente activos de la 
planta Cannabis sativa que carecen del anillo de benzopirano. El Δ9-THC, que es el 
principal componente psicotrópico del cannabis, es un agonista parcial del receptor CB1 y 
CB244, 45. El cannabinol se une con una mayor afinidad a ambos receptores pero con una 
selectividad modesta46, mientras que el Δ9-THCV (tetrahidrocannabivarina) se comporta 
como un potente agonista parcial del receptor CB247. Actualmente, el cannabidiol (CBD) 
está siendo muy estudiado como consecuencia de sus peculiares efectos farmacológicos, 
ya que se comporta como antagonista CB1 y agonista CB2 en determinados ensayos 
biológicos47-50. 
A principios de los 80, se desarrolló una segunda clase de cannabimiméticos 
basándose en la estructura del Δ9-THC (Fig. 5). Existen muchos compuestos tricíclicos o 
bicíclicos descritos con características cannabinoides, con baja selectividad CB1/CB2, 
siendo los más representativos la nabilona51, el CP-55,94052 y el HU-21053, 54. Éste último, 
sintetizado por el grupo de Mechoulam, es uno de los agonistas más potentes55. También 
hay que destacar al compuesto CP-55,940, por su utilización como compuesto de 
referencia para la evaluación de los cannabinoides en los ensayos de binding56, 57. 
Asímismo, se han descrito numerosos cannabinoides que han demostrado selectividad 
por el receptor CB2. Entre ellos, se pueden citar los cannabinoides agonistas completos 
(full agonistas) JWH-13358, 59 y HU-30860 que tienen una alta afinidad para el receptor CB2 
y muy baja para el receptor CB1.  
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Figura 5. Estructuras de los principales agonistas cannabinoides sintéticos basados en la 
estructura del Δ9-THC. 
Una tercera clase química de cannabinoides corresponde a los aminoalquildindoles, 
desarrollados en los años 80 por Sterling Winthrop como antiinflamatorios no esteroídicos. 
Así, en 1992 se publicó que la pravadolina ((4-metoxifenil)-[2-metil-1-(2-morfolin-4-
iletil)indol-3-il])61  y otros derivados de indol eran también capaces de unirse a los 
receptores cannabinoides con una mayor afinidad que el WIN55212-238, 62. Este 
compuesto, aunque no es muy útil desde un punto de vista farmacológico, se utiliza 
generalmente como referencia para la evaluación de potenciales cannabinoides. Desde 
entonces, una gran cantidad de derivados de indol han sido sintetizados por modificacion 
estructural de las diferentes posiciones del anillo42, 43, 63. De entre todos ellos, los más 
interesantes de acuerdo a su afinidad y selectividad CB2 son: el JWH-015 (2-metil-1-
propil-3-(1-naftoil)indol)64, el L768242 o GW405833 (1-(2,3-diclorobenzoil)-2-metil-5-
metoxi-3-(2-[1-morfolino]etil)indol)65, y finalmente, el A-796260 1-[(2-[1-morfolino]etil)-1H-
indol-3-il]-(2,2,3,3-tetrametilciclopropil)metanona66 (Fig. 6). 
  13 
1.- INTRODUCCIÓN 
N
O
O
O N
O
N
O
O N
O N
O
N
O
Cl
Cl
O
N
O
N
O
pravadolina WIN55212-2 JWH-015
L768242 (GW405833) A-796260
N
O
 
Figura 6. Estructuras de los principales agonistas cannabinoides sintéticos de la familia 
de aminoalquilindoles (AAI´s). 
Además, se han descrito otras familias de compuestos, con alta afinidad para los 
receptores cannabinoides pero con modesta selectividad CB2, como son los derivados del 
resorcinol67, naftoilpirrol68, indolopiridona69 o naftiridinona-3-carboxamida70. 
Con una mayor selectividad CB2, las familias más relevantes descritas que se pueden 
citar corresponden a derivados de arilsulfonamida71, 72, de quinolina, como por ejemplo los 
compuestos 4-oxo-quinolin-3-carboxamida73 y 4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida74, 
de quinolizinona (Sch35966; 8,10-bis[(2,2-dimetil-1-oxopropil)oxi]-11-metil-1,2,3,4-
tetrahidro-6H-benzo[b]quinolizin-6-ona)75, de tiazina (2-fenilimino-5,6-dihidro-4H-1,3-
tiazina)76, 77 o de pirimidina (GW-842166X; 5-pirimidincarboxamida)78. 
Antagonistas de los receptores cannabinoides. 
Hay un gran número de trabajos y revisiones referidos a compuestos antagonistas 
cannabinoides79-86, especialmente los relacionados con los 1,2-diarilpirazoles, familia a la 
que pertenecen el SR141716A (Rimonabant; Acomplia®), descrito en 1994 por Sanofi 
como antagonista selectivo CB187-90 y el AM25191. Otros antagonistas que se pueden 
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mencionar son los aminoalquilindoles (AAIs), como el AM630, primer antagonista selectivo 
descrito del receptor CB292 (Fig. 7). 
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Figura 7. Estructuras de los principales antagonistas cannabinoides sintéticos. 
Aplicación de los cannabinoides en la enfermedad de Alzheimer. 
El interés terapéutico del sistema cannabinoide en relación con la enfermedad de 
Alzheimer (EA), se pone de manifiesto por las alteraciones patofisiológicas que se 
producen durante la evolución de la enfermedad. Por un lado, se ha visto que en cerebros 
postmortem de pacientes de Alzheimer, el sistema cannabinoide se encuentra alterado. 
Esta alteración a nivel del receptor CB1 no está tan clara, existiendo cierta controversia 41, 
93, ya que algunos estudios sugieren que el receptor CB1 se encuentra intacto en la EA94, 
mientras que otros indican que la expresión y distribución de los receptores CB1 es 
claramente diferente95. Respecto al receptor CB2, se ha comprobado que está 
anormalmente sobreexpresado en placas neuríticas asociadas a astrocitos y 
selectivamente expresado en la microglía94, 96, 97. 
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Por otro lado, se ha descrito tanto in vitro como in vivo, que los agonistas 
cannabinoides CB1 pueden prevenir la excitotoxicidad mediante la activación del receptor 
CB141. En este sentido, se ha demostrado mediante ensayos in vitro que ciertos agonistas 
CB1 pueden prevenir la neurotoxicidad inducida por el péptido β-amiloide. En cuanto a los 
receptores CB2, se han descrito distintos efectos relacionados con la enfermedad de 
Alzheimer, por lo que podría ser una posible diana para la búsqueda nuevos tratamientos 
para esta enfermedad41. En primer lugar, la estimulación de los receptores cannabinoides 
CB2 produce una supresión de procesos neuroinflamatorios, tanto por la reducción en la 
expresión de CD40, como por la reducción de óxido nítrico y la producción de TNF-α 
(tumor necrosis factor α) en la microglía activada93, 98. En segundo lugar, ciertos agonistas 
cannabinoides como el JWH-015 pueden inducir la eliminación del péptido β-amiloide en 
células de microglía en modelos de EA in vitro94, 99, mediante la potenciación de la función 
fagocítica microglial99 y la estimulación de macrófagos humanos94. Este efecto, además, 
podría conducir a una reducción en la hiperfosforilación de la proteína tau100-102, ya que 
este proceso ocurre bien por la vía del estrés oxidativo o bien mediante la activación de la 
proteína GSK3β103, ambas vías relacionadas con el sistema cannabinoide102, 104. En tercer 
lugar, la activación de la microglía puede ser reducida por la acción de agonistas CB2 
como cannabidiol, WIN55212-2 y JWH-13350. En relación con esto último, se ha 
observado también que agonistas CB1/CB2 conducen a una mejora en el rendimiento de 
la memoria en ratas, tanto en modelos de EA como en ratas con un envejecimiento 
normal95, 98. Por último, destacar que otras evidencias revelan que agonistas CB2 pueden 
suprimir la inflamación tanto in vitro como in vivo, mediante la activación del receptor 
CB299.  
Además de todos estos estudios que prueban la relación existente entre el sistema 
cannabinoide y la enfermedad de Alzheimer, los cannabinoides han demostrado, un claro 
efecto neuroprotector contra hipoxia aguda, excitotoxicidad y contra daños oxidativos y 
traumáticos tanto in vitro como in vivo99, 105-108. 
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Asimismo, otro proceso importante estudiado en los últimos años que puede dar lugar 
al hallazgo de un tratamiento eficaz contra las enfermedades neurodegenerativas, es la 
capacidad de generación de nuevas neuronas en adultos109. Inicialmente, se describió que 
el sistema cannabinoide estaba involucrado en este proceso a través de los receptores 
CB1110, pero recientemente se ha descrito también que la activación de los receptores 
CB2 por el agonista HU-308 también promueve la proliferación y diferenciación 
neuronal111. 
1.4. SISTEMA COLINÉRGICO EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 
El primer intento de encontrar una explicación biológica a la EA fue a principios de los 
años 80, con la “hipótesis del déficit colinérgico”, basada en la evidencia de alteraciones 
del sistema colinérgico en enfermos de Alzheimer, en los que existe una disminución en 
su actividad10-13. Esta hipótesis supone que la mayor parte de las alteraciones cognitivas 
ocurren como consecuencia de un déficit de acetilcolina (ACh), uno de los transmisores 
más importantes. La hidrólisis de la ACh se realiza a través de la formación de un 
intermedio acil-enzima, y los inhibidores pueden afectar a la cinética de este estado 
estacionario por la asociación con el intermedio de acilo, además de a la enzima libre y al 
complejo enzima-sustrato.  
El sistema colinérgico es uno de los sistemas moduladores más importantes de la 
transmisión neuronal en el cerebro, regulando funciones cognitivas como la memoria, el 
aprendizaje, la arborización dendrítica y el desarrollo y diferenciación neuronal112, 113. Su 
principal neurotransmisor es la acetilcolina que es degradada a colina y acetato, mediante 
las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE) (Fig. 8). La AChE 
(EC 3.1.1.7) y la BuChE (EC 3.1.1.8) son dos proteínas homólogas, con un porcentaje de 
identidad en la secuencia de aproximadamente el 50%. El centro activo de ambas 
enzimas, se encuentra dividido en varias zonas muy próximas entre sí. Por un lado, existe 
una cavidad en cuya base está la tríada catalítica (Ser-His-Glu) que forma el centro 
catalítico llamado CAS (Center Active Site) y que se encuentra conservado en ambas 
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enzimas. Además, existe otro centro activo claramente identificado, llamado PAS 
(Periferic Anionic Site), situado en la entrada de la cavidad.  
Además, el sistema colinérgico, a través de las enzimas AChE y BuChE, está 
involucrado en otras funciones no-colinérgicas, como la estimulación de la formación de 
las placas del β-amiloide. Existen estudios que demuestran que a través de su sitio 
periférico (PAS), la AChE tiene la capacidad de inducir la formación de fibras αβ, 
mediante cambios conformacionales que se producen tras su unión al péptido114-116. Así, 
la AChE actuaría como una especie de “chaperona”, dando lugar a la creación de estas 
fibras. Por tanto, el efecto de un inhibidor de AChE a través de su sitio periférico (PAS), 
podría conducir a la prevención de la enfermedad, mediante un bloqueo en la formación 
de estos péptidos117 (Fig. 8). 
 
Figura 8. Implicación del sistema colinérgico en la enfermedad de alzheimer. 
 
En cuanto a la butirilcolinesterasa (BuChE), diferentes estudios sugieren que dicha 
enzima desempeña un papel activo en el proceso de formación de los depósitos de 
amiloide. Por un lado se ha observado que la BuChE se asocia con las placas en el punto 
de maduración, donde éstas se transforman de una forma benigna, difusa, a la forma 
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neurotóxica compacta, asociada con la enfermedad patológica118. Por otro lado se ha 
demostrado que los inhibidores selectivos de la enzima butirilcolinesterasa como la 
cimserina, causan una inhibición prolongada de esta enzima en el cerebro de los ratones 
causando un aumento en los niveles de acetilcolina extracelular, sin provocar efectos 
inhibidores en la acetilcolinesterasa (AChE)118. También se ha descrito que en cultivos de 
células humanas de neuroblastoma, se reduce la proteína precursora β-amiloide 
intracelular y extracelular, así como los niveles de péptido β-amiloide secretado, sin 
interferir en la viabilidad celular. En este mismo estudio, el tratamiento de ratones 
transgénicos que sobreexpresaban la proteína precursora amiloide mutada, también 
mostró una disminución en los niveles cerebrales de β-amiloide en comparación con los 
animales no tratados119. 
Además, se ha observado que el contenido de la enzima BuChE en el cerebro aumenta 
con la edad, mientras que el de la AChE presenta una tendencia inversa119. La actividad 
catalítica de BuChE, por lo tanto, puede desempeñar un papel más destacado en la 
hidrólisis de acetilcolina en el cerebro envejecido, lo que sugiere que la inhibición de dicha 
enzima puede tener un mayor impacto sobre la neurotransmisión colinérgica en los 
ancianos. La presencia de esta enzima en las placas amiloides y marañas neurofibrilares 
de la enfermedad de Alzheimer (EA), ha sido confirmada ahora por numerosos 
investigadores. Parece razonable suponer que esta enzima es un producto glial y que su 
localización en las placas y marañas puede ser el resultado de los procedimientos 
inflamatorios globales relacionados con la EA. Así, la interferencia con la actividad de esta 
enzima (catalítica o no catalítica) representa una estrategia terapéutica prometedora para 
influir en el transcurso de los procedimientos neuropatológicos en la enfermedad de 
Alzheimer120, 121. 
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La enfermedad de Alzheimer (EA) tiene una repercusión económica y social de una 
enorme magnitud, difícilmente cuantificable y para la que no existe una solución 
terapéutica eficaz. La búsqueda de nuevos tratamientos alternativos constituye un área 
prioritaria de investigación en todos los campos relacionados con el conocimiento de este 
tipo de enfermedades. 
En este proyecto se plantea como hipótesis una nueva estrategia, no explorada hasta 
la fecha, para el descubrimiento de fármacos para el tratamiento de la enfermedad de 
Alzheimer y se refiere al desarrollo de nuevos agonistas cannabinoides multidiana, con 
efecto tanto en el sistema cannabinoide como en el colinérgico. Es importante mencionar 
que, aunque cada una de estas dianas está siendo estudiada de manera individual como 
posibles blancos farmacológicos, utilizando la estrategia clásica de búsqueda de 
compuestos de alta selectividad y potencia, nuestro grupo de investigación ha sido el 
primero en proponer esta estrategia como un posible tratamiento para la EA (Fig. 9). 
 
Figura 9. Representación esquemática de la hipótesis de partida en el diseño de 
fármacos multidiana para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 
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En el marco de lo expuesto en el anterior capítulo, la hipótesis planteada en este 
trabajo de investigación se basa en las siguientes premisas: 
a) Los agonistas cannabinoides pueden proteger a las neuronas de los efectos 
tóxicos de los depósitos de amiloide, pueden inducir la eliminación del péptido αβ y son 
capaces de reducir la fosforilación de la proteína tau. Los cannabinoides han demostrado 
también un claro efecto neuroprotector contra la hipoxia aguda, la excitotoxicidad y los 
daños oxidativos, además de promover la generación y diferenciación neuronal. 
b) La enzima acetilcolinesterasa (AChE) constituye una diana fundamental para el 
tratamiento terapéutico de la enfermedad de Alzheimer. Su acción esta relacionada con el 
déficit colinérgico que sucede en las diferentes etapas de la enfermedad, así como con la 
inhibición de la agregación del péptido αβ. Asimismo, se ha demostrado que la BuChE 
juega un papel importante en la EA, siendo por tanto un objetivo interesante en la 
búsqueda de nuevas soluciones terapéuticas para esta enfermedad. 
c) Existe un precedente donde se describe experimentalmente la actividad 
inhibidora del compuesto fitocannabinoide Δ9-THC sobre la enzima AChE de 
electrophorus electricus mediante un mecanismo de tipo competitivo122. 
En este contexto, el objetivo fundamental de este trabajo es el desarrollo de agonistas 
cannabinoides que actúen simultáneamente en el sistema colinérgico como inhibidores de 
AChE / BuChE. Con este fin, se plantearon una serie de objetivos concretos que se 
describen brevemente a continuación: 
1. Estudio del efecto de los cannabinoides en el sistema colinérgico. Estudio 
de la acción de los ligandos cannabinoides más representativos sobre el sistema 
colinérgico, para determinar la capacidad inhibitoria en la AChE/BuChE, tanto a nivel 
experimental (determinación de la Ki, estudios cinéticos) como teórico (estudios de 
docking). 
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2. Diseño de nuevos cannabinoides derivados de éteres de indazol. 
Basándose en la estructura de los cannabinoides de tipo aminoalquilindol (AAIs, Fig. 6), 
se propuso como estructura base, el sistema heterocíclico de éter de indazol (Fig. 10). 
Para el diseño de las moléculas, se estudiará la interacción de los éteres de indazol 
considerados, con el modelo tridimensional del receptor cannabinoide CB2, mediante 
estudios de anclaje o docking. Las moléculas elegidas como referencia fueron el 
WIN55212-2 (agonista CB1/CB2) y el JWH-01564 (agonista CB2) (Fig.10). 
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Figura 10. Estructura de los principales aminoalquilindoles y de la estructura objetivo, éter 
de indazol. 
 
3. Síntesis de los derivados de éteres de indazol. Preparación de un conjunto 
representativo de éteres de indazol que permitan explorar la potencialidad cannabinoide 
del sistema (Fig. 11). 
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Figura 11. Modificaciones iniciales propuestas sobre el sistema de éter de indazol para 
explorar su actividad cannabinoide.  
 
4. Estudio farmacológico de los éteres de indazol. 
4.1. Efecto cannabinoide. Las moléculas de sintetizadas serán evaluadas mediante 
ensayos de desplazamiento de radioligando y en tejido aislado.  
4.2. Efecto Colinérgico. Se determinará la actividad enzimática de cada compuesto 
como inhibidor de la AChE/BuChE.  
 
5. Estudio cristalográfico. En la presente memoria, se plantea abordar el estudio 
estructural de los receptores cannabinoides mediante estudios cristalográficos. Para ello 
se pretende la obtención de cristales adecuados que permitan la realización de un 
espectro de difracción de rayos X para el establecimiento de la estructura tridimensional 
del receptor cannabinoide CB2. 
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Con objeto de desarrollar nuevos fármacos multidiana, se realizó un estudio farmacológico 
para determinar el efecto de los ligandos cannabinoides en el sistema colinérgico. Existen 
distintos estudios sobre la promiscuidad de los endocannabinoides y la relación de los 
cannabinoides con otros sistemas biológicos, pero, en relación al sistema colinérgico, 
únicamente se ha descrito experimentalmente que el Δ9-THC inhibe a la acetilcolinesterasa 
(AChE) de electrophorus electricus mediante un mecanismo de tipo competitivo122. 
Para la realización de este estudio, se hizo una selección de los cannabinoides 
endógenos y de los cannabinoides más representativos, en función de su estructura 
química y de sus propiedades farmacológicas, para determinar su comportamiento en el 
sistema colinérgico como inhibidores de las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y/o 
butirilcolinesterasa (BuChE). 
Teniendo en cuenta que los agonistas cannabinoides son los compuestos más 
interesantes para la enfermedad de Alzheimer, el estudio fue enfocado principalmente 
sobre estos ligandos, eligiendo representantes de cada familia, además de incluir un 
agonista inverso y dos antagonistas, como complemento del trabajo (Fig. 12).  
De los denominados fitocannabinoides el cannabinoide estudiado fue el Δ9-THC, 
principal componente psicotrópico del cannabis, con propiedades de agonista parcial 
sobre ambos receptores cannabinoides (CB1 y CB2)38, 46, 123. 
Dentro del grupo de los análogos sintéticos de los cannabinoides naturales se 
seleccionó el ligando cannabinoide CP-55,94040. Este compuesto es el más utilizado para 
la evaluación de cannabinoides en ensayos de unión (binding), comportándose como un 
agonista de mayor potencia que el Δ9-THC56, 57. También se ha incluido en el estudio un 
análogo tricíclico del Δ8-THC, el JWH-13358, 59 por su gran afinidad por el receptor CB2 y 
baja afinidad por el receptor CB1. 
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Figura 12. Estructuras de los ligandos cannabinoides y del donepezilo (inhibidor AChE). 
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Una tercera familia de los cannabinoides estudiados es el grupo de los 
aminoalquilindoles (AAI). De este grupo se seleccionó el compuesto WIN55212-2, como 
potente agonista CB1 y CB2, con una ligera selectividad por el receptor CB238, 62 Además, 
fueron también incluidos en el estudio otros dos compuestos representativos, el derivado 
JWH-01564 y el compuesto L76824278, que poseen entre sus características un alto grado 
de selectividad hacia el receptor CB2 (Fig.12). 
Para completar la selección de ligandos cannabinoides, se incluyeron las dos 
moléculas más representativas dentro del grupo de los endocannabinoides o ligandos 
endógenos, que son la anandamida y el noladin éter. La anandamida (AEA o 
araquidoniletanolamida)31 se une a ambos receptores (CB1 y CB2)37 si bien su afinidad 
por el receptor CB2 es aproximadamente cuatro veces menor que por el receptor CB138. 
Por el contrario, el noladin éter (2-araquidonilgliceril éter), un endocannabinoide tipo éter, 
tiene una mayor afinidad por el receptor CB2 que por el receptor CB1.  
Además de todos estos agonistas, se incluyó una estructura química particular con 
propiedades cannabinoides y objeto de intensas investigaciones, como el JTE-907. Este 
derivado se ha caracterizado como un potente agonista inverso altamente selectivo del 
receptor cannabinoide CB246, 124  
Finalmente, fueron también incluidos en el estudio dos antagonistas de los receptores 
cannabinoides, el AM25191 antagonista selectivo CB1 de la familia de los 1,2-
diarilpirazoles y el AM630, primer antagonista descrito con selectividad CB292, 
perteneciente a la familia de los aminoalquilindoles (Fig. 12). En la tabla 2 se muestran las 
constantes de afinidad y la selectividad de los compuestos seleccionados. 
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Tabla 2. Constantes de afinidad y selectividad de los ligandos cannabinoides estudiados 
en los receptores CB1 y CB2. 
Compuesto Kd (nM) CB1 
Kd (nM) 
CB2 
Selectividad 
CB2 / CB1 Referencia 
Anandamida 89 ± 10 371 ± 102 0,2 123 
Noladin éter 21,2 ± 0,5 >3 < 7 34 
Δ9-THC 21 36,4 0,6 123 
CP-55,940 3,72 2,55 1,5 38 
JWH-133 677 ± 132 3,4 ± 1,0 199 59 
WIN55212-2 1,9 ± 0,1 0,3 ± 0,2 6,8 123 
JWH-015 336 ± 36 13,8 ± 4,6 24,3 64 
L768242 1917 ± 381 12 ± 0,2 160 78 
JTE-907 2370 ± 297 35,9 ± 7,32 66 46 
AM251 7,49 2290 0,003 91 
AM630 5152 ± 567 31,2 ± 12,4 165 92 
 
3.1. EFECTO DE LOS CANNABINOIDES EN LAS ENZIMAS ACHE Y BUCHE. 
Los efectos de inhibición de todos los cannabinoides seleccionados, fueron estudiados 
en las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE), de procedencia 
humana, mediante el método descrito por Ellman et al.125usando donepezilo como 
compuesto de referencia. Los valores de IC50 para la inhibición de la AChE y BuChE se 
indican en la tabla 3. 
En las condiciones del ensayo (ver parte experimental, sección 10.2), los agonistas 
cannabinoides anandamida, noladin éter y WIN55212-2 y los antagonistas AM251 y 
AM630, mostraron una baja solubilidad, por lo que no fue posible la determinación 
cuantitativa de los valores de IC50. Para el resto de los cannabinoides estudiados se 
obtuvieron valores de IC50 en el rango micromolar para AChE y/o BuChE, confirmándose 
así su capacidad inhibitoria. Teniendo en cuenta los valores de IC50 obtenidos, el Δ9-THC 
y el análogo sintético JWH-133, son los cannabinoides que presentan una mayor actividad 
como inhibidores de la AChE, mientras que CP-55,940 muestra una mayor inhibición de la 
BuChE en relación a la AChE, con una selectividad ocho veces mayor. 
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Tabla 3. Concentración a la que se alcanza un 50% de inhibición sobre las enzimas AChE 
y BuChE (IC50, µM) de los cannabinoides estudiados. 
Compuesto IC50 / µM AChE humana 
IC50 / µM 
BuChE equina 
IC50 / µM 
BuChE humana
Anandamida >10 >10 >10 (23%)a 
Noladin éter >10 >10 >10 
Δ9-THC 2,96 ± 0,04 33,8 ± 5,97 >10 
CP-55,940 96,0 ± 7,39 7,25 ± 0,38 11,46 ± 1,38 
JWH-133 4,37 ± 0,76 >10 >10 
WIN55212-2 >100 ≥100 (49%) >100 
JWH-015 >15 (35%) 4,3 ± 0,3 4,67 ± 0,63 
L768242 >15 14,69 ± 2,90 >15 (33%) 
JTE-907 7,53 ± 0,38 >10 >10 
AM251 >10 >10 >10 
AM630 >10 >10 >10 
Donepezilo 0,010 ± 0,002 2,5 ± 0,07 NDb 
Rivastigmina 48,0c ND 54,0c 
aEntre paréntesis se indica el porcentaje de inhibición al valor de concentración 
indicado; bNo determinada.cReferencia126. 
 
Analizando los datos de actividad recogidos en la tabla 3, se puede sugerir que, los 
cannabinoides, en función de su estructura, se comportan como inhibidores de las 
enzimas AChE y/o BuChE. Así, los agonistas cannabinoides tricíclicos JWH-133 y Δ9-THC 
presentan una actividad inhibitoria moderada sobre las AChE, con una selectividad de 
alrededor de 10 veces superior frente a la BuChE por parte de este último. Por otra parte, 
destacar que el agonista inverso JTE-907 se comporta como inhibidor de la AChE. 
Finalmente señalar que tanto los aminoalquilindoles (AAIs) L768242 y JWH-015 como el 
agonista CP-55,940 se comportan como inhibidores de la enzima BuChE, destacando 
este último compuesto, con una selectividad cercana a 10 en relación con la enzima 
AChE.  
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3.2. ESTUDIO DEL MODO DE INHIBICIÓN DE LOS CANNABINOIDES SOBRE LAS ENZIMAS 
ACHE Y BUCHE. 
Como se ha comentado en la introducción, es conocido que tanto la acetilcolinesterasa 
(AChE) como la butirilcolinesterasa (BuChE) presentan dos centros activos (CAS y PAS) 
involucrados en diferentes aspectos de la enfermedad de Alzheimer, como el aumento en 
los niveles de colina y la formación de las placas amiloides (fibras αβ). Así, con el fin de 
conocer el sitio de unión de los ligandos cannabinoides que presentan actividad inhibitoria 
de la AChE y/o de la BuChE, se han realizado estudios de su cinética enzimática. 
Los estudios cinéticos permiten reconocer si la inhibición de un compuesto se ejerce 
compitiendo con el sustrato natural, en este caso la acetilcolina, comportándose como un 
inhibidor competitivo, o por el contrario, no compite con el sustrato natural porque su sitio 
de acción es distinto al centro catalítico, permitiendo la unión de éste (inhibidores no 
competitivos). Dentro de los inhibidores no competitivos, también se encuentra el tipo de 
inhibición mixta, que generalmente se observa en compuestos que, pese a unirse a un 
lugar de la enzima distinto al centro catalítico, sí afectan de algún modo a la unión del 
sustrato natural, ya sea por la inducción de cambios conformacionales en el CAS, porque 
establezca interacciones con ciertos residuos del centro catalítico o por que ocasione 
algún impedimento estérico que dificulte esa unión. 
Por ello, se ha llevado a cabo una evaluación del mecanismo de acción sobre ambas 
enzimas, AChE y BuChE, para los cannabinoides con un porcentaje significativo de 
inhibición (tabla 3), por medio de un análisis de su cinética127-129. 
Las representaciones gráficas de Lineweaver-Burk obtenidas para la inhibición de la 
enzima AChE tanto para los cannabinoides estudiados como para el donepezilo129, usado 
como compuesto de referencia, se muestran en la figura 13. 
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Figura 13. Representación gráfica de la inhibición de la AChE causada por donepezilo 
(A), Δ9-THC (B), CP-55,940 (C), JWH-133 (D) y JTE-907 (E). Actividad enzimática (v) 
expresada como min µM-1. 
 
La representación gráfica de la inhibición causada por el donepezilo, muestra un 
aumento tanto de la pendiente como de la intersección con en el eje X, al aumentar la 
concentración del inhibidor (Fig. 13A). Este comportamiento indica una inhibición de tipo 
mixto, en concordancia con los resultados descritos en la bibliografía129.  
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Los cannabinoides analizados mediante estudios cinéticos fueron aquellos en los que 
fue posible determinar su IC50 (tabla 2), Δ9-THC, CP-55,940, JWH-133 y JTE-907. Como 
se puede observar en la figura 13, las gráficas A – E, muestran los tres patrones posibles 
de inhibición de la AChE. Así, se observa que los compuestos Δ9-THC y JWH-133 (Fig. 
13B y 13D) mostraron gráficas similares a las obtenidas para el donepezilo (Fig. 13A), 
donde se refleja un tipo de inhibición mixto.  
Por otra parte, la gráfica obtenida para el agonista inverso JTE-907 (Fig. 13E) no 
mostró una variación en la pendiente, pero sí un aumento en la ordenada en el origen con 
el aumento en las concentraciones de inhibidor, comportándose como un inhibidor 
competitivo puro de la AChE, lo que indica que este inhibidor compite con el sustrato 
natural (acetilcolina). 
Finalmente, la gráfica obtenida para el compuesto CP-55,940 (Fig. 13C) no mostró ni 
variación en la pendiente, ni un aumento en la intersección de las mismas con el eje X, al 
aumentar las concentraciones del inhibidor, por lo que se comporta como un inhibidor no 
competitivo de la AChE, lo que sugiere que este cannabinoide se une al sitio periférico 
(PAS). 
De una manera similar a la realizada para la enzima acetilcolinesterasa (AChE), se 
llevaron a cabo estudios de competición sobre la butirilcolinesterasa (BuChE), tanto con el 
donepezilo como con los cannabinoides que habían presentado un porcentaje significativo 
de inhibición sobre la BuChE humana (CP-55,940 y JWH-015) o equina (Δ9-THC, 
WIN55212-2 y L768242), para determinar su tipo de inhibición. Al analizar el perfil de las 
gráficas (Fig. 14), se puede llegar a la conclusión de que tanto el donepezilo como los 
cannabinoides Δ9-THC, WIN55212-2, JWH-015 y L768242 inhiben a la enzima BuChE de 
un modo mixto, mientras que el CP-55,940 (Fig. 14B) es un inhibidor no competitivo de la 
BuChE. 
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Figura 14. Representación gráfica de la inhibición de la BuChE causada por donepezilo 
(A), Δ9-THC (B), CP-55,940 (C), WIN55212-2 (D), JWH-015 (E) y L768242 (F). Actividad 
enzimática (v) expresada como min µM-1. 
 
La interpretación de los resultados obtenidos de los estudios de competición sobre la 
enzima BuChE, indican que todos los cannabinoides estudiados interaccionan en el centro 
periférico PAS, ejerciendo la mayoría de ellos una inhibición de tipo mixto, afectando de 
algún modo a la afinidad del sustrato natural por la enzima, salvo el compuesto CP-
55,940, que se comporta como un inhibidor no competitivo puro. Los resultados obtenidos 
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en cuanto al tipo de inhibición ejercida sobre las enzimas colinesterasas AChE y BuChE 
están resumidos en la tabla 4. 
Tabla 4. Modo de inhibición de los cannabinoides ensayados sobre las enzimas AChE y 
BuChE de suero humano. 
Compuestos AChE BuChE 
Δ9-THC Mixto Mixto 
CP-55,940 No Competitivo No Competitivo 
JWH-133 Mixto NDa 
WIN55212-2 ND Mixto 
JWH-015 ND Mixto 
L768242 ND Mixto 
JTE-907 Competitivo ND 
Donepezilo Mixto Mixto 
 aNo Determinada. 
 
3.3. ESTUDIO MEDIANTE MODELIZACIÓN MOLECULAR DE LA INTERACCIÓN DE LOS 
LIGANDOS CANNABINOIDES CON LAS ENZIMAS COLINESTERASAS ACHE Y BUCHE. 
Con el objetivo de profundizar y complementar los estudios cinéticos, se analizó, 
mediante técnicas de anclaje (docking), la interacción de los agonistas cannabinoides que 
mostraron inhibición, tanto de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) como de la 
butirilcolinesterasa (BuChE) (Tabla 3). El estudio de simulación de la formación de los 
complejos ligando-enzima se efectuó mediante el programa FlexiDock implementado en el 
paquete de programas Sybyl 7.2130. Los estudios se realizaron con la estructura 3D tanto 
de la AChE (código PDB: 1B41131) como de la BuChE humana (código PDB: 1P0I132). Se 
realizaron los estudios de docking de cada ligando con ambas enzimas, con el fin de 
conocer el posible modo de unión de los cannabinoides estudiados. 
Como se ha comentado anteriormente, el sitio activo de ambas enzimas se subdivide 
en varios subsitios (Tabla 5): una tríada catalítica (CAS, Ser-His-Glu), situada en la base 
de la garganta, un subsitio aniónico (AS), un bolsillo de unión acilo (ABP) y un subsitio 
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periférico aniónico (PAS), situado en la desembocadura de la garganta. Las diferencias 
más importantes entre la AChE y la BuChE, respecto a los aminoácidos involucrados, se 
encuentran en el PAS y en el ABP. Por un lado, en la AChE, los residuos aromáticos 
Phe295 y Phe297, se encuentran cerca de la tríada catalítica mientras que en el caso de 
la BuChE, los residuos equivalentes a éstos son Leu286 y Val288. Por otro lado, la AChE 
posee además otro grupo de residuos aromáticos (Tyr72, Tyr124, Trp286 y Tyr337) 
formando un cuello de botella en la garganta de la enzima, lo que limita el acceso del 
sustrato al sitio activo, mientras que en la BuChE, este túnel hacia el centro activo está 
enmarcado por pequeños residuos, como Leu286, Val288 y Ala328. 
Tabla 5. Relación de los aminoácidos involucrados en los Subsitios de la AChE y BuCHE.  
 Sitio periférico (PAS) 
Bolsillo de 
unión acilo 
(ABP) 
Agujero 
oxianiónico 
(OT) 
Sitio aniónico 
(AS) 
Triada  
catalítica 
(CAS) 
AChE 
Tyr72 
Asp74 
Tyr124 
Ser125 
Trp286 
Tyr337 
Tyr341 
Phe295 
Phe297 
Trp236 
Phe338 
Gly121 
Gly122 
Ala204 
Trp86 
Tyr133 
Glu202 
Gly448 
Ile451 
Ser203 
His447 
Glu334 
BuChE 
Asn68 
Asp70 
Gln119 
Thr120 
Ala328 
Tyr332 
Leu286 
Val288 
Trp231 
Phe329 
Gly116 
Gly117 
Ala199 
Trp82 
Tyr128 
Glu197 
Met437 
Tyr440 
Ser198 
His438 
Glu325 
 
Con el objeto de validar la metodología empleada en los estudios de docking, en una 
primera fase se analizaron computacionalmente, los complejos de AChE con los 
inhibidores más conocidos como el donepezilo (tipo de inhibición mixta)129, propidio (tipo 
de inhibición no competitiva)129 y edrefonio (tipo de inhibición competitiva pura)129. Los 
residuos implicados en las interacciones con los ligandos seleccionados y las 
interacciones encontradas se recogen en la parte experimental (sección 10.3). Cabe 
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mencionar que el sitio de unión obtenido para los tres complejos de entrada está 
perfectamente de acuerdo con los datos experimentales sobre el tipo de inhibición129. 
Los resultados de docking para estos tres complejos, nos permiten deducir los residuos 
clave en la interacción. De esta forma, se observa que el donepezilo se une a la AChE 
humana a lo largo del túnel entre el PAS y el CAS, siendo clave el grupo formado por los 
residuos aromáticos Trp86, Tyr124, Trp286, Phe295, Tyr337 y Tyr341. El propidio en 
cambio, sólo muestra interacciones con los residuos del PAS, Trp286, Tyr72 y Tyr341. Y 
por último, el edrofonio, mediante una interacción π-catión, interacciona con el Trp86, 
permitiendo la interacción con los residuos del sitio CAS, His447 y Ser203. 
Los resultados obtenidos de estos estudios son concordantes con los datos 
experimentales, lo que valida la metodología utilizada. Por tanto, se procedió al estudio de 
los acoplamientos de los cannabinoides seleccionados con las dos enzimas, la 
acetilcolinesterasa (AChE) y la butirilcolinesterasa (BuChE).  
Los estudios de docking en la AChE que se llevaron a cabo con los ligandos 
cannabinoides Δ9-THC, JWH-133, JTE-907 y CP-55,940 (Fig. 15), muestran diferentes 
modos de unión, incluso entre los derivados tricíclicos, estructuralmente análogos al Δ9-
THC. 
La conformación más estable generada con los estudios de docking para los 
cannabinoides Δ9-THC, CP-55,940 y JWH-133, muestran que estos ligandos se 
aproximan a la enzima AChE por la cadena alquílica en la posición C-3, presentando 
interacciones del anillo aromático con los residuos del sitio periférico (PAS) (Fig. 15). 
Estos estudios muestran un diferente modo de unión de los ligandos JWH-133 y Δ9-THC, 
frente al CP-55,940, lo que concuerda con los resultados obtenidos experimentalmente, 
donde los dos primeros son inhibidores de la AChE de tipo mixto, mientras que el último 
es un inhibidor no competitivo.  
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Figura 15. A) Superposición estructural de los ligandos Δ9-THC (verde), CP-55,940 
(morado), JTE-907 (rojo), y JWH-133 (azul) en la enzima AChE. B) Ampliación 
esquemática del sitio de unión de la AChE. 
 
Los resultados de los estudios de docking (tabla 6) permiten observar que tanto el 
fitocannabinoide Δ9-THC como el JWH-133 adoptan una disposición a lo largo de la 
garganta catalítica que faculta la unión del ligando y de la acetilcolina al mismo tiempo, en 
concordancia con los resultados experimentales de los estudios cinéticos (Fig. 13). Esta 
orientación, que permite al ligando alcanzar la tríada catalítica, está estabilizada por las 
interacciones con los residuos del centro periférico (PAS). Como ejemplo tomemos el 
ligando Δ9-THC, que interacciona, por un lado, con el Asp74 mediante un enlace de 
hidrógeno (EH) a través del grupo OH del anillo fenólico y, por otro, mediante 
interacciones aromáticas de ese mismo anillo con Tyr124, Trp286 y Tyr341, así como con 
los residuos Gly121 y Phe338 mediante interacciones de van der Waals y CH-π con la 
cadena de pentilo, respectivamente. Todo ello permite que este ligando alcance el subsitio 
aniónico (Trp86) (Fig. 16). 
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Tabla 6. Listado de las principales interacciones entre la enzima AChE y los ligandos 
cannabinoides Δ9-THC, CP-55,940, JTE-907, y JWH-133.  
EH: Enlace de hidrógeno; Ph: Interacción hidrófoba. 
 
COMPUESTO SITIO PERIFERICO (PAS) 
GARGANTA 
CATALITICA 
SITIO 
ANIONICO (AS) 
CENTRO 
ACTIVO 
(CAS) 
Δ9-THC 
Asp74 
(EH, OD1Asp-OHfenólico) 
Trp286 
(EH, NE1Trp-OHfenólico) 
(π-π paralela, 
Trp-anillo fenólico) 
(CH-π, Trp-CH-anillo 
tetrahidropirazol) 
Tyr341 
(π-π paralela,  
Tyr-anillo fenólico) 
Tyr124 
(π-π desplazada,  
Tyr-anillo fenólico) 
Phe338 
(CH-π, 
Phe-CHpentanil) 
Gly121 
(Ph, 
anillo fenólico) 
Trp86 
(Ph, 
anillo fenólico) 
 
CP-55,940 
Trp286 
(EH, OTyr-OHhidroxipropil) 
(π-π desplazada,  
Trp-anillo fenólico) 
(CH-π, Trp-CH(CH3)2heptanil) 
Tyr341 
(π-π desplazada, 
 Tyr-anillo fenólico) 
Tyr124 
(Ph, (CH3)2heptanil) 
Phe338 
(Ph, (CH3)2heptanil)   
JWH-133 
Trp286 
(CH-π, Trp- CHCiclohexeno) 
Tyr341 
(π-π paralela, 
Tyr-anillo fenólico) 
Tyr124 
(OH-π, 
OH Tyr-anillo fenólico) 
Phe338 
(CH-π, 
Phe-CHbutil) 
Gly121 
(Ph, 
anillo fenólico) 
Trp86 
(Ph, 
anillo fenólico) 
 
 
JTE-907 
Trp286 
(π-π, Tyr-anillo fusionado) 
Tyr341 
(π-π, Tyr-anillo fusionado) 
Tyr337 
(π-π, Tyr-benzodioxo) 
Phe338 
(π-π, 
Phe- benzodioxo) 
Trp86 
(π-π, 
Trp-benzodioxo) 
Ser203 
(EH, 
OGSer-OBenzodioxo) 
His447 
(Ph, benzodioxo) 
Glu334 
(Ph, benzodioxo) 
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Figura 16. Representación esquemática de las interacciones más relevantes del ligando 
Δ9-THC con la AChE.  
Mientras, el ligando CP-55,940, inhibidor no competitivo, se sitúa en el sitio PAS, 
anclándose en la AChE mediante un enlace de hidrógeno entre el grupo hidroxipropilo y el 
oxígeno carbonílico del residuo Trp286 e interacciones π-π con los residuos Trp286 y 
Tyr341. Debido al tamaño de la garganta catalítica, la conformación bioactiva de este 
compuesto se acopla en el sitio PAS ya que el movimiento hacia el sitio aniónico (AS) está 
impedido estéricamente (Fig. 17). 
Por otra parte, el agonista inverso JTE-907, un inhibidor competitivo que actúa a través 
del centro activo CAS, adopta una conformación que no permite la unión del sustrato 
natural. Este cannabinoide bloquea el acceso del sustrato al centro activo (CAS) de la 
AChE, mediante las interacciones del anillo aromático del 1,3-benzodioxol con los 
residuos Ser203 y Trp86, a través de un enlace de hidrógeno e interacciones π-π, 
respectivamente (Fig. 18). 
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Figura 17. Representación esquemática de la orientación del ligando CP-55,940 en el 
centro PAS de la AChE, donde se aprecia el impedimento estérico para su acceso al CAS. 
 
Figura 18. Representación esquemática de las interacciones del cannabinoide JTE-907 y 
la enzima AChE.  
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Debido a la formación del enlace intramolecular entre el NH de la agrupación amídica y 
el oxígeno exocíclico (Fig. 18), la conformación en el JTE-907 es extendida, mientras que 
el resto de compuestos (Δ9-THC, JWH-133 y CP-55,940) tienen una conformación más 
“globular”, lo que hace que su superficie sea mayor y que, por tanto, debido al 
impedimento estérico, no sea posible su paso a través del cluster aromático que forman 
tanto el sitio periférico como la garganta catalítica. 
De manera análoga a los estudios de docking realizados en la AChE, se han llevado a 
cabo los correspondientes estudios de los complejos formados entre la BuChE humana y 
los cannabinoides que mostraron cierta inhibición (Tabla 3), cuyos resultados más 
relevantes se encuentran recogidos en la tabla 7.  
Como se comentó al principio de este capítulo, la enzima acetilcolinesterasa (AChE) 
posee un grupo de residuos aromáticos (Tyr72, Tyr124, Trp286 y Tyr337) en forma de 
cuello de botella que se encuentran en la garganta de la enzima, mientras que en la 
butirilcolinesterasa (BuChE), este túnel hacia el centro activo está enmarcado por 
pequeños residuos, como Leu286, Val288 y Ala328 y por lo tanto hay más espacio.  
Como consecuencia de ello, los cannabinoides inhibidores de la AChE quedan 
anclados mediante las interacciones aromáticas con los residuos de la garganta mientras 
en la BuChE, al no existir estos residuos, los ligandos tienen una mayor movilidad, 
provocando que estos complejos no sean tan favorables como con la AChE.  
Esta ausencia del cluster aromático en la enzima BuChE, podría explicar la menor 
capacidad inhibitoria de los cannabinoides Δ9-THC, JWH-133 y JTE-907 respecto a su 
inhibición exhibida sobre la AChE, al existir un menor número de interacciones en el 
complejo. Así, de entre los cannabinoides estudiados, únicamente los ligandos JWH-015, 
CP-55,940, L768242 y, en menor medida el WIN55212-2, muestran actividad inhibitoria 
significativa sobre la enzima BuChE.  
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Tabla 7. Listado de las principales interacciones entre la enzima BuChE y los ligandos 
cannabinoides con efecto inhibitorio sobre BuChE.  
COMPUESTO SITIO PERIFERICO (PAS) 
GARGANTA 
CATALITICA 
SITIO ANIONICO 
(AS) 
CENTRO ACTIVO 
(CAS) 
Δ9-THC 
Asp70 
(EH, 
OH anilloA-OD2) 
Thr120 
(Ph) 
Ser72 
(EH, 
OH anillo A-OG) 
Tyr 332 
(π-π, anillo indol) 
Phe329 
(Ph) 
Gly116 
(Ph) 
Gly117 
(Ph) 
  
CP-55,940 
Thr120 
(Ph) 
Asp 70 
(Ph) 
Asp 70 
(EH, O-alquil) 
Gln119 
(Ph) 
Tyr 332 
(π- CH) 
Phe 329 
(π-π)   
JWH-133 
Asp70 
(Ph) 
Thr120 
(Ph) 
Tyr332 
(π-π, anillo indol) 
Ser72 
(Ph) 
Phe329 
(Ph) 
Gly116 
(Ph) 
Gly117 
(Ph) 
  
WIN55212-2 
Asp70 
(Ph) 
Gln119 
(Ph) 
Tyr332 
(EH, OH-O30) 
Trp231 
(π-π, naftilo) 
Phe329 
(π-π, naftilo) 
Gly 117 
(EH, O-CO) 
Trp82 
(π-π, anillo indol) 
Ser198 
(EH, OG-CO) 
His438 
(π-π) 
JWH-015 
Asp70 
(Ph) 
Thr120 
(Ph) 
Trp332 
(π-π naftilo) 
Phe329 
(π-π, naftilo) 
Gly116 
(Ph) 
Gly117 
(EH, N-O=C) 
Trp82 
(π-π, anillo indol) 
Ser198 
(EH, OG-O23) 
His438 
(π-N+) 
L768242 
Asp70 
(Ph), 
Thr120 
(Ph) 
Trp332 
(π-π, morfolina) 
Phe329 
(π-π, morfolina) 
Trp82 
(π-π, anillo indol) 
His438 
(π-π, anillo indol) 
EH: Enlace de hidrógeno; Ph: Interacción hidrófoba. 
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En el caso del CP-55,940, la interacción en el sitio periférico de la BuChE es más 
estable, ya que al ser su garganta más grande que en el caso de la AChE, el ligando se 
puede colocar mejor y verse así favorecidas las interacciones aromáticas π-π paralelas 
con los residuos Phe329 y Tyr332. (Fig. 19). Estos resultados están en concordancia con 
los datos experimentales de inhibición, y explican los resultados experimentales obtenidos 
en los estudios cinéticos, donde el CP-55,940 se comportaba como un inhibidor no 
competitivo. 
 
Figura. 19. Esquema de la interacción del cannabinoide CP-55,940 en el sitio PAS de la 
BuChE.  
En el caso de los indoles como el JWH-015, WIN55212-2 y L768242, la unión se 
produce a lo largo del túnel entre PAS y CAS, mediante interacciones aromáticas con los 
residuos Tyr332, Phe329 y Trp82. Hay que destacar que en el caso de los 
aminoalquilindoles, se favorece una interacción π-catión con el residuo Trp82 de la 
BuChE, gracias al anillo de indol, lo que ayuda a anclar al cannabinoide en una posición 
que le permite interaccionar con ciertos residuos del centro catalítico (Fig. 20), explicando 
los datos experimentales obtenidos en los estudios cinéticos, donde el grupo de los 
aminoalquilindoles muestra una inhibición de tipo mixta (Tabla 4). 
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Figura 20. Esquema de la interacción del cannabinoide JWH-015 en la enzima BuChE.  
 
3.4. CONCLUSIONES. 
Como conclusión, se puede decir que los estudios de inhibición realizados en este 
trabajo, han demostrado que algunos de los agonistas cannabinoides estudiados son 
inhibidores de la AChE y/o BuChE, con valores de IC50 comparables a los de la 
rivastigmina.  
Mediante los resultados experimentales de cinética y el análisis de los estudios 
computacionales se ha podido esclarecer y el sitio de unión y por tanto el modo de acción 
de los cannabinoides inhibidores de la AChE/BuChE. En general, los cannabinoides 
estudiados mostraron un modo de inhibición tipo mixto frente a la AChE/BuChE, de forma 
análoga a la mostrada por el donepezilo. En concordancia con estos resultados, los 
estudios de anclaje indican su interacción en el centro periférico (PAS), además de la 
existencia de interacciones con algunos residuos del centro catalítico, causando también 
un impedimento estérico que dificulta el acceso a ese centro catalítico, lo que, aún 
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permitiendo la llegada del sustrato natural al centro activo CAS, provoca una disminución 
de su afinidad,  
Las excepciones a este comportamiento se encontraron para el agonista de la CP-
55,940, que mostró una inhibición no competitiva sobre ambas enzimas, lo que sugiere 
que este cannabinoide sólo se une a la zona periférica (PAS), como demuestran los 
estudios teóricos descritos, y para el agonista inverso JTE-907, que se comporta como 
inhibidor competitivo selectivo de la AChE, de acuerdo con las interacciones que presenta 
con los residuos Ser203 e His447 del centro activo CAS, posiblemente debida a la 
diferente conformación bioactiva que adquiere la molécula respecto al resto de 
compuestos estudiados. 
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Las etapas de diseño y optimización son dos procesos claves en el desarrollo de un 
fármaco. Estas etapas se pueden abordar mediante dos estrategias diferentes y 
complementarias, bien en base a la estructura de los ligandos, conocido como “diseño 
indirecto” o bien conociendo la estructura tridimensional del receptor mediante “diseño 
directo”. 
En general, los fármacos presentan especificidad estructural, es decir, ejercen su 
efecto mediante la interacción con alguna macromolécula biológica. Conocida la diana 
terapéutica involucrada en el proceso biológico que se estudia, ya sea de forma teórica o 
experimental, es posible abordar el diseño de nuevos fármacos que puedan ejercer su 
efecto en dicha diana.  
Predecir cómo se unirá un nuevo ligando a la proteína de interés, no es en ningún caso 
una tarea trivial ni de libre subjetividad. El problema se puede abordar mediante la 
aplicación de diferentes metodologías, dependiendo de la información experimental de la 
que se dispone. Si la proteína es relativamente fácil de cristalizar, y sobre todo si tiene un 
alto interés farmacológico, en un gran número de casos existen complejos cristalizados 
ligando-receptor. En estos sistemas se puede disponer de información privilegiada, como 
la de la posición relativa de distintos ligandos en el sitio activo de la proteína, o datos de 
biología molecular. Quedará entonces por deducir el modo de unión de nuevos ligandos y 
proponer un modelo de acoplamiento entre dichas moléculas y la proteína de estudio, con 
la ayuda de programas de modelización molecular.  
Las técnicas de docking evalúan la actividad potencial de una quimioteca de 
compuestos, posicionada en el sitio de unión del receptor, a partir de la interacción 
proteína-ligando. Asimismo, dichas técnicas permiten la identificación del modo de unión, 
es decir, la orientación y conformación que el ligando adopta en la cavidad de la proteína, 
y, menos frecuentemente, se utilizan para identificar el sitio de unión (blind docking)133-135. 
Un protocolo de docking se caracteriza tradicionalmente por dos aspectos: el docking o 
método seguido para muestrear el espacio conformacional del complejo ligando-receptor, 
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y la función de scoring, utilizada para evaluar la afinidad de la interacción ligando-
macromolécula136, 137.  
Los programas de docking son métodos automáticos útiles para explorar los posibles 
modos de unión de los ligandos a la proteína de estudio. Estos programas realizan una 
exploración exhaustiva de las posiciones relativas ligando-proteína, evaluando las 
interacciones intermoleculares en cada posición explorada. Como resultado de esta 
exploración se obtiene una relación de posibles disposiciones de acoplamiento ligando-
proteína, que el programa ordena según el valor que su función de evaluación le ha dado 
a cada solución. Para realizar estudios de docking es necesario conocer la estructura 3D 
del receptor, ya sea de forma experimental (Rayos X, RMN) o teórica (modelización por 
homología).  
4.1. ANTECEDENTES. MODELOS TRIDIMENSIONALES DE LOS RECEPTORES 
CANNABINOIDES. 
Los receptores cannabinoides, se encuentran dentro del grupo de receptores 
acoplados a proteínas G (GPCRs, G Protein-Coupled Receptors), también denominados 
receptores transmembranales o 7TM. Estos receptores son proteínas que comparten una 
topología común compuesta por siete hélices alfa transmembranales hidrófobas (Fig. 21). 
El extremo N-terminal se localiza en la cara extracelular de la membrana y está a menudo 
glicosilado, mientras que el extremo C-terminal, situado en la zona citoplasmática, se 
encuentra generalmente fosforilado. Tres loops extracelulares se alternan con tres loops 
intracelulares para unir las siete regiones transmembrana. Las partes más conservadas 
de estas proteínas son las regiones transmembrana y los dos primeros loops 
citoplasmáticos. Suele conservarse el motivo x-Arg-y, donde x es un residuo ácido e y un 
residuo aromático, en el extremo N-terminal del segundo loop citoplasmático, el cuál 
puede estar implicado en la interacción con las proteínas G138, 139. 
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En humanos, los receptores CB1 y CB2 comparten aproximadamente un 44% de 
identidad en su secuencia de aminoácidos, porcentaje que aumenta hasta el 68% cuando 
se comparan únicamente los segmentos transmembranales140. 
 
Figura 21. Esquema representativo de la topología de los receptores cannabinoides. 
La estructura tridimensional de los receptores cannabinoides, como la mayoría de los 
receptores acoplados a proteínas G, no está determinada experimentalmente, excepto en 
el caso de la Rodopsina bovina141, 142, la opsina,143, 144 el receptor β-adrenérgico145, 146 y el 
receptor de adenosina147. Como consecuencia de este hecho, se han aplicado diferentes 
metodologías computacionales para la obtención de modelos 3D de los receptores 
cannabinoides148-153. El primer modelo del receptor CB1 se estableció utilizando la 
transformada de Fourier en el análisis de la periodicidad α-helicoidal de las secuencias de 
los receptores CB1 y una serie de homólogos GPCR152, 154, 155. Posteriormente, 
Mahmoudian et. al.156 desarrollaron otro modelo CB1 basado en la estructura de la 
bacteriorodopsina, aunque este receptor no es un GPCR propiamente dicho157. La 
obtención en el 2002 por el grupo de Palczewsky141 de la estructura 3D de la rodopsina 
bovina mediante cristalografía de Rayos X, representó un hito clave para la determinación 
teórica de modelos tridimensionales más precisos y fiables. Desde la publicación de la 
estructura de la rodopsina, varios modelos de los receptores cannabinoides (CB1 y CB2) 
en sus formas activas y/o inactivas han sido desarrollados mediante modelización por 
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homología y dinámica molecular utilizando como plantillas las diferentes estructuras 
tridimensionales existentes74, 148, 149, 151, 153, 158-164. Modelos más recientes de los receptores 
cannabinoides CB1 y CB2, publicados por Maccarrone et. al.165, han sido desarrollados 
utilizando como plantilla la estructura cristalina del receptor β-adrenérgico145, 146, 166.  
Los receptores cannabinoides, como todos los GPCRs, cambian su conformación de 
un estado inactivo (R) a un estado activo (R*) en respuesta a la unión de agonistas. Hay 
dos hipótesis propuestas que intentan explicar estos cambios conformacionales: la 
hipótesis conocida como selección conformacional y la inducida por ligando167, 168. La 
primera hipótesis propone la existencia de dos conformaciones en equilibrio, el cual es 
desplazado hacia la forma activa por la unión de un agonista, que preferentemente se une 
a dicha forma. Mientras, la segunda hipótesis propone que la unión de un agonista a la 
forma inactiva induce la transición de la esta forma a la forma activa.  
La determinación estructural de la forma activa de la opsina143, 144 y del receptor β2-
adrenérgico169 han arrojado algo más de información sobre la posible activación de las 
GPRCs. La característica común de estas estructuras es la falta del puente salino entre un 
residuo de Arg en la hélice TM3 y un residuo de Glu en la hélice TM6 (motivo “ion lock”) 
debido al movimiento de la hélice TM6.  
Gracias a los esfuerzos computacionales (modelos por homología y estudios de 
acoplamiento), junto con los estudios de mutagénesis, ha sido posible identificar algunos 
de los residuos más importantes que intervienen en los sitios de unión de los receptores 
cannabinoides y proponer el modo de unión de ligandos tanto agonistas153, 160-162 como 
antagonistas149, 151, 153, 162, 164, 170.  
Así, en la figura 22, se muestran los residuos más importantes de la zona de unión del 
receptor cannabinoide CB2 con el agonista WIN55212-2. Se muestran tanto las 
interacciones propuestas por diferentes autores mediante estudios computacionales como 
aquellos residuos determinados mediante estudios de mutagénesis que están 
involucrados en la unión a los agonistas171. Las interacciones aromáticas están 
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representadas en zig-zag, mientras que la curva discontinua representa las interacciones 
hidrófobas. En rojo, residuos considerados clave para la unión mediante estudios de 
mutagénesis.  
N
O
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O O
Trp 194
Pro 168
Leu 167
Leu 108
Phe 117
Phe 197 Trp 258
Leu 201
OH
interacciones aromáticas
Leyenda
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Figura 22. Representación esquemática del sitio de unión del WIN55212-2 en el receptor 
CB2 según diferentes autores. En rojo los residuos estudiados por mutagénesis. 
 
4.2. MODELIZACIÓN DEL RECEPTOR CB2. 
En nuestro grupo de investigación se ha trabajado intensamente en este campo y se 
han propuesto modelos tridimensionales para dichos receptores tanto en su forma 
inactiva151  como en su forma activa (resultados sin publicar). El establecimiento de los 
modelos tridimensionales de ambos receptores cannabinoides, se abordó mediante 
modelización por homología, utilizando la estructura de rayos X de la Rodopsina bovina 
en su forma inactiva (Código pdb: 1F88), como patrón estructural. Con el fin de estudiar la 
robustez del modelo se realizaron estudios de anclaje con ligandos cannabinoides de 
naturaleza antagonista (SR141716, AM-630 y SR144528). Los resultados obtenidos de 
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estos estudios estaban en concordancia con los datos experimentales de mutagénesis171, 
donde se ponía de manifiesto la importancia de ciertos residuos (Lys122, Ser161, Ser165, 
Val164, Trp172, Phe197, Trp209) en la unión de los receptores cannabinoides con los 
antagonistas. 
Partiendo de nuestro modelo 3D del receptor CB2 en su forma inactiva, se procedió a 
la modelización del receptor CB2 en la correspondiente forma activa, teniendo en cuenta 
dos aspectos claves en el proceso de activación. El primero, considerar los cambios 
estructurales que sufre el receptor CB2 en el proceso de activación, como es el 
reordenamiento de las hélices TM3 y TM6 y la desaparición del enlace iónico entre los 
residuos Arg131 (R3.50) y Asp240 (D6,30)172,173. El segundo aspecto a considerar, 
teniendo en cuenta los estudios de mutagénesis, son los residuos que están involucrados 
en la unión del WIN55212-2171 al receptor CB2, tales como la Ser112, el Trp158, el Trp172 
y el Phe197, entre otros.  
Por otra parte, como se ha comentado en la introducción de este capítulo, durante el 
desarrollo de esta memoria, nuevas estructuras GPCRs han sido resueltas mediante 
difracción de rayos X. Las que merecen mayor atención son las estructuras de la 
rodopsina en su forma activa (opsina) y del receptor β2-adrenérgico formando un 
complejo con un agonista inverso. La estructura de la opsina174 (código PDB: 3CAP) 
presenta importantes cambios estructurales frente a la estructura de la rodopsina bovina, 
siendo los más importantes la falta del puente salino entre los residuos Arg131-Asp240, el 
alejamiento (6-7 Å) de la hélice TM6 y la elongación de la hélice TM5. Estos cambios 
asociados con el estado activo de las GPCRs, reorganizan el sitio activo revelando dos 
aperturas que pueden servir de entrada y salida de los ligandos. En el caso del receptor 
β2-adrenérgico169 (código PDB: 3D4S), comentar que ha sido cristalizado con timolol, un 
agonista inverso. No está claro si la estructura de este receptor se encuentra en una 
conformación activa175, sin embargo hay varios hechos que apuntan a la bondad de este 
receptor como posible patrón para la modelización de CB2. Por un lado, el receptor 
adrenérgico no presenta tampoco el puente salino característico del estado inactivo y por 
otro, el loop extracelular E2, entre las hélices TM4 y TM5, deja espacio para que el sitio de 
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unión sea accesible a los ligandos, mientras que en la estructura de la rodopsina este loop 
está plegado, cerrando la entrada al sitio activo.  
Todo ello, unido a nuevas aportaciones de nuestro grupo de investigación sobre la 
influencia del entorno de la bicapa lipídica sobre los receptores cannabinoides176, dio lugar 
a sucesivas mejoras del modelo del receptor cannabinoide CB2, que se fueron utilizando 
para la predicción de la afinidad de los éteres de indazol propuestos. 
Con objeto de validar el nuevo modelo de CB2 se realizaron estudios de docking con 
los agonistas cannabinoides WIN55212-2 y JWH-015. En el caso del complejo CB2R*-
WIN55212-2, el sitio de unión del nuevo modelo del receptor CB2 está en concordancia 
con los estudios de mutagénesis dirigida descritos171. Asimismo, el modo de unión 
obtenido para el complejo CB2R*-JWH-015, se asemeja a estudios computacionales 
realizados previamente por otros grupos de investigación159, 171. 
Para facilitar el análisis de las principales interacciones y teniendo en cuenta la 
analogía estructural del aminoalquilindol JWH-015 con los indazoles propuestos, nos 
vamos a centrar en las interacciones claves encontradas entre este compuesto y el 
receptor CB2 (Fig. 23). Como se observa en esta figura, se establecen interacciones 
aromáticas del tipo π-π  con los residuos aromáticos Phe197 y Trp258 tanto con el anillo 
de indol como con el sustituyente naftilo, así como enlaces de hidrógeno entre el grupo 
carbonilo del ligando JWH-015 y los grupos OH del residuo de Thr114 y SH de la Ser165. 
Asimismo, con los residuos Leu201 y Val164, se generan interacciones de van der Waals 
en la región del morfolinoetilo. Además de estas interacciones, mencionar las 
interacciones entre los anillos aromáticos (naftilo e indol) del JWH-015 con el átomo de 
azufre de los residuos Met115 y Met265. 
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interacciones aromáticas
Leyenda
interacciones de Van der Waals
Phe 197
Leu 201
Trp 258
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Val 164
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S
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enlace de hidrógeno
 
Figura 23. Esquema del centro activo de CB2R* con el ligando JWH-015.  
Dado que nuestro nuevo modelo presenta estructuralmente los rasgos de una 
conformación activa y que los estudios de docking con los ligandos cannabinoides 
WIN55212-2 y JWH-015 fueron compatibles con los datos de mutagénesis dirigida 
existentes, siendo además concordantes con modelos referidos por otros autores, se 
puede considerar que, en términos generales, el modelo construido puede ser aplicado en 
un cribado virtual con el fin de detectar compuestos agonistas CB2. 
4.3. DISEÑO DE NUEVOS CANNABINOIDES DERIVADOS DE INDAZOL. 
El trabajo desarrollado en esta memoria ha seguido la metodología propia de la 
investigación en Química Médica que consiste en el diseño, síntesis, evaluación biológica 
y optimización. 
En la etapa del diseño se han utilizado métodos quimioinformáticos, que incluyen 
modelización por homología y estudios de docking, combinados con métodos más 
clásicos de analogía molecular, en la selección de las moléculas de estudio.  
El objetivo fundamental de la presente memoria que consiste en el desarrollo de 
cannabinoides multidiana, se ha abordado mediante un proceso iterativo que consta de 
los siguientes pasos: i) diseño inicial mediante docking; ii) síntesis y evaluación 
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farmacológica iii) refinamiento de los modelos teóricos (optimización), iv) síntesis y 
evaluación de nuevas moléculas (Fig. 24). 
 
Figura 24. Representación esquemática del proceso de investigación para el desarrollo 
de agonistas cannabinoides inhibidores de colinesterasas. 
La metodología utilizada para el diseño de nuevos cannabinoides se basa, por una 
parte, en la analogía tridimensional de los posibles mínimos conformacionales de los 
éteres de indazol, con los correspondientes aminoalquilindoles, de tal manera que los 
sustituyentes en la posición 1 y el grupo aromático unido al oxígeno de la posición 3, 
pueden, en principio, ocupar regiones espaciales similares en el receptor CB2 (Fig. 25). 
 
Figura 25. Superposición estructural de un AAI y un éter de indazol. 
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Por otra parte, conociendo el centro activo del receptor cannabinoide CB2 y por tanto 
los aminoácidos implicados (Thr114, Met115, Val164, Phe197, Leu201, Trp258 y Met265) 
es razonable la hipótesis de que es posible la interacción de un derivado de éter de 
indazol si los sustituyentes, en las posiciones N-1 y en el oxígeno unido a la posición 3, 
son adecuados (Fig. 26). 
Met265
Trp258
N
N
O
Phe197
Met115
Val164
Leu201
Sustituyente aromáticos
 
Figura 26. Posibles interacciones con los ligandos del centro activo del receptor CB2.  
 
Cribado virtual mediante estudios de docking. 
Es evidente que el número de derivados posibles resultante de la modificación de los 
sustituyentes del sistema de indazol en las diferentes posiciones es muy elevado, 
mientras que los recursos disponibles son limitados. Por ello, es aconsejable el empleo de 
técnicas computacionales para racionalizar y acotar el número de compuestos que se 
deben de preparar. La metodología seguida para este propósito ha consistido en un 
primer paso, en la creación de una quimioteca virtual de derivados de indazol de acuerdo 
a los siguientes criterios: 
- Accesibilidad sintética. Todos los derivados calculados han de ser viables 
experimentalmente en todas sus etapas, bien a partir de derivados de indazol comerciales 
o accesibles sintéticamente a partir de precursores. Adicionalmente, se consideró que el 
resto de los reactivos utilizados en las distintas etapas fueran de origen comercial. 
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- Sustituyentes que confirieran al sistema variabilidad estructural desde un punto de 
vista químico.  
- Sustituyentes en las posiciones N1 y en el oxígeno de la posición 3 que permitieran a 
priori las interacciones descritas con los aminoácidos del centro activo. 
Con el objetivo de explorar la potencialidad de este sistema heterocíclico y utilizando 
estos criterios, se acotó el domino experimental considerando tres posiciones de 
sustitución y diferentes sustituyentes en cada una de ellas (Fig. 27). 
R3 = -CH2-fenilo, -CH2-4-metoxifenilo,  -CH2-2-naftilo
R1 = H, CH3, -(CH2)2-piperidino, -CH2 -fenilo, -CH2 -4-metoxifenilo
N
N
O R3
R1
R5
R5 = H, NO2
 
Figura 27. Derivados de indazol considerados para los estudios iniciales de docking. 
Una vez construida la químioteca virtual, el siguiente paso fue el estudio de las 
interacciones moleculares ligando–receptor de los derivados de indazol propuestos con el 
modelo teórico del receptor cannabinoide CB2, se realizó usando técnicas de docking 
(anclaje). Para ello, se utilizaron como modelos los complejos de los agonistas 
cannabinoides CB2R*-WIN55212-2 y CB2R*-JWH-015.  
Posteriormente, se estudiaron los complejos de CB2R* con los 30 derivados de indazol 
resultantes de las combinaciones de los sustituyentes en las tres posiciones de sustitución 
consideradas del indazol (Fig. 27).  
El estudio de la interacción del ligando con el receptor CB2 se llevo a cabo mediante el 
siguiente procedimiento. En primer lugar se construyeron los complejos con cada uno de 
los ligandos y se minimizaron tanto las cadenas laterales del receptor CB2 como del 
derivado de indazol, empleando el campo de fuerzas MMFF94177-179.  
Estos complejos minimizados, sirvieron como entrada inicial para los estudios de 
docking, que fueron realizados con el programa FlexiDock130, 180 implementado en el 
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paquete de programas SYBYL 7.2.130 FlexiDock es un programa de docking flexible, que 
realiza una búsqueda de las posibles orientaciones del ligando en el centro activo de la 
proteína, mediante el uso de algoritmos genéticos. Así, el programa analiza todas las 
posibles conformaciones del ligando en el interior del centro activo del receptor, 
modificando tanto las cadenas laterales del receptor como las conformaciones del ligando. 
Una vez realizados los estudios con el programa FlexiDock, se analizó posteriormente, 
el cambio de la superficie accesible al disolvente (ΔASA) de los aminoácidos del receptor 
CB2 en ausencia del ligando y en los complejos finales, empleando el programa STC.181 
Este estudio permite identificar los residuos implicados en la interacción con el ligando 
cannabinoide ya que dichos mostrarán un mayor cambio en la superficie accesible al 
disolvente.  
De los 30 derivados estudiados se sintetizaron 12 compuestos con una buena 
representación de la familia de éteres de indazol, tanto de la serie de los 5-nitroindazoles 
como de la serie 5-H y en función de la energía de interacción calculada, cuyos valores se 
encuentran recogidos en la tabla 8. 
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Tabla 8. Datos de afinidad (Ki) obtenidas para los éteres de indazol seleccionados. 
N
N
O R3
R1
R5
 
 R5 R3 R1 
Kd hCB2 Teor. 
(μM) 
Ki hCB2 Exp. 
(μM) 
1 H CH2-(4-metoxifenilo) H 1,6 x 10-4 4,49 ± 0,81 
2 H CH2-2-naftilo H 7,1 x 10-5 6,83 ± 1,59 
3 H CH2-2-naftilo Metilo 3,0 x 10-5 10,1 ± 2,4 
4 H CH2-2-naftilo CH2-CH2-piperidino 4,0 x 10-6 2,01 ± 1,47 
5 H CH2-fenilo CH2-fenilo 2,3 x 10-6 3,51 ± 0,09 
6 H CH2-(4-metoxifenilo) CH2-(4-metoxifenilo) 1,9 x 10-6 0,913 ± 0,230 
7 NO2 CH2-(4-metoxifenilo) H 1,0 x 10-6 1,81 ± 0,17 
8 NO2 CH2-2-naftilo H 2,7 x 10-5 5,17 ± 1,18 
9 NO2 CH2-2-naftilo Metilo 1,5 x 10-5 3,50 ± 2,57 
10 NO2 CH2-2-naftilo CH2-CH2-piperidino 0,6 x 10-6 0,508 ± 0,13 
11 NO2 CH2-fenilo CH2-fenilo 0,8 x 10-6 0,388 ± 0,103 
12 NO2 CH2-2-naftilo CH2-fenilo 0,9 x 10-6 0,414 ± 0,191 
 
Los resultados obtenidos, recogidos en la tabla 8, muestran que algunos compuestos 
exhiben una interesante afinidad por el receptor CB2. Con el fin de optimizar las 
propiedades cannabinoides de esta nueva familia de compuestos, se amplió el número de 
sustituyentes a considerar para cada una de las posiciones. Así, en la posición 5 del 
anillo, se incluyeron, además de los grupos H y nitro, grupos amino y bromo. Por su parte, 
en el oxígeno de la posición 3, se incluyó en el estudio un nuevo sustituyente aromático 
(1-naftilmetilo), ya que las interacciones aromáticas en esa posición parecían ser clave 
para a unión del ligando. Finalmente, en el nitrógeno de la posición 1 del esqueleto de 
indazol, se incluyeron tanto sustituyentes alquílicos de mayor longitud (propilo, pentilo), 
como nuevos aminoetilos sustituidos, similares al piperidinoetilo, como dimetilamino-, 
diisopropilamino-, pirrolidinil- y morfolinoetilo. (Fig. 28). 
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N
N
O R3
R1
R5
 
R5 R3 R1 
H CH2-fenilo H 
NO2 CH2-(4-metoxifenilo) Metilo 
NH2 CH2-2-naftilo Propilo 
Br CH2-1-naftilo Pentilo 
 CH2-fenilo CH2-fenilo 
  CH2-(4-metoxifenilo) 
  CH2-CH2-piperidino 
  CH2-CH2-N-pirrolidinilo 
  CH2-CH2-morfolino 
  CH2-CH2-N-diisopropilamino 
Figura 28. Derivados de indazol considerados para la síntesis de nuevos derivados. 
Teniendo en cuenta que los estudios de docking nos permiten la predicción de la 
actividad cannabinoide para los derivados de la familia de éteres de indazol propuesta, 
parece necesario introducir nuevos criterios para el diseño de cannabinoides multidiana 
con actividad en el sistema colinérgico. Con este propósito, se realizó un diseño (Fig. 24) 
combinando datos teóricos de modelización, junto con datos experimentales de acuerdo a 
los siguientes estudios: 
a) Estudios de docking en el receptor CB2.  
b) Estudios experimentales de actividad cannabinoide en tejido. 
c) Estudios experimentales de inhibición en AChE/BuChE. 
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Con el fin de realizar una exposición clara en cuanto al desarrollo sintético, la discusión 
de los resultados se ha realizado exclusivamente en base a criterios químicos, si bien, 
como ya se ha comentado en el capítulo 4, la preparación de los nuevos derivados de 
éteres de indazolilo ha seguido un proceso iterativo de diseño, síntesis y evaluación 
farmacológica en función de los criterios descritos en el capitulo anterior. 
Desde un punto de vista químico se tuvieron en cuenta dos aspectos importantes: 
1.- Variabilidad estructural. Creación de un conjunto representativo de moléculas con 
diversidad estructural introduciendo sustituyentes con distintas características y, por tanto, 
con diferentes propiedades físico-químicas. 
2.- Accesibilidad sintética. Todos los derivados fueron preparados bien a partir de 
derivados de indazol comerciales o accesibles sintéticamente a partir de precursores de 
origen comercial. 
5.1. ANTECEDENTES. 
El sistema heterocíclico de 3-indazolol es conocido desde hace más de un siglo, siendo 
descrito por vez primera en un trabajo de Fischer en 1880182. Un aspecto relevante de las 
propiedades de los 3-indazolol, es el que se refiere a su tautomería. Este sistema 
heterocíclico presenta dos formas predominantes, tal como se representa en la figura 29. 
N
H
N
OH
N
H
NH
O
A B  
Fígura 29. Formas tautoméricas del 3-indazolol. 
Este equilibrio ha sido estudiado por diferentes autores mediante IR y UV con 
diferentes interpretaciones de los resultados, lo que hace que la estructura predominante 
de la molécula en distintas condiciones experimentales no esté todavía claramente 
definida. Así por ejemplo, Evans et al.183 describen la existencia predominante de la forma 
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enólica (A) tanto en estado sólido (KBr) como en disolución de cloroformo. Sin embargo, 
en las conclusiones alcanzadas por Elguero et al.184, si bien se describe igualmente la 
forma enólica (A) como la predominante en disolución etílica, se afirma que la forma 
tautomérica existente en estado sólido corresponde a la forma B, en discrepancia con 
Evans.  
La preparación de 3-indazololes puede abordarse mediante diferentes procedimientos 
sintéticos. Así, se han descrito distintos métodos para la síntesis de 1H-3-indazololes, así 
como para derivados del mismo sustituidos en el anillo bencénico182, 185-187. Pese a la 
antigüedad de estos artículos, el procedimiento de síntesis planteado sigue plenamente 
vigente, como demuestra su utilización en artículos posteriores, donde se sintetizan 
nuevos derivados de 3-indazolol mediante las mismas rutas sintéticas con mínimas 
variaciones188-193. Dos son las rutas sintéticas más importantes desde el punto de vista del 
rendimiento obtenido, diferenciándose sobre todo en el compuesto de partida utilizado 
(Esquemas 1 y 2). 
El primer procedimiento descrito182, parte de un ácido antranílico, con un primer paso 
de formación de la sal de diazonio, reducción de la misma con sulfito sódico para dar el 
correspondiente ácido o-hidrazinobenzoico y posterior ciclación en medio ácido, 
obteniéndose así el 3-indazolol (Esq. 1).  
R
COOH
NH2
NaNO2
HCl ac.
R
COOH
N N
Cl
Na2SO3
H2O
R
COOH
N
H
NH2
R
N
H
N
OH
HCl
H2O
 
Esquema 1. Ruta sintética de los derivados de 3-indazolol a partir de ácidos antranílicos. 
El segundo procedimiento más utilizado para la síntesis de 3-indazolol, que consta de 
dos etapas, tiene a los ácidos 2-halobenzóicos o sus correspondientes ésteres como 
compuesto de partida187, 190, 192, 193. El primer paso es la sustitución nucleófila arómatica del 
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halógeno por la hidracina en medio acuoso, cuya posterior ciclación en medio ácido da 
lugar al correspondiente 3-indazolol (Esq. 2).  
R
COOH
X
NH2-NH2
R
N
H
N
OH
H2O
R
COOH
N
H
NH2
HCl
H2O
 
Esquema 2. Ruta sintética de los derivados de 3-indazololes a partir de derivados de 
ácidos 2-halobenzóicos. 
En el trabajo aquí presentado, se ha empleado ésta última ruta sintética como base 
para la síntesis del 5-nitro-1-H-3-indazolol, eligiéndola tanto por la simplicidad de la 
reacción como por su rendimiento. No obstante, se han introducido algunas 
modificaciones sintéticas para mejorar el proceso de la reacción, al realizar el primer paso 
de la ruta utilizando etanol como disolvente en vez de agua, facilitando así el aislamiento 
del producto mediante una simple filtración, una vez enfriado el medio de reacción 
(Esq.3). Así, partiendo del ácido 2-cloro-5-nitrobenzóico (13) obtenemos el 5-nitro-1H-3-
indazolol (14)187, compuesto de partida utilizado para la obtención de una de nuestras 
series, mediante sucesivas modificaciones químicas.  
COOH
Cl
NH2-NH2
N
H
N
OH
EtOH
COOH
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H
NH2
O2N O2N O2N
1413
HCl
H2O
 
Esquema 3. Síntesis del derivado 5-nitro-1H-3-indazolol (14). 
Tanto el primer como el segundo paso de reacción transcurren con buenos 
rendimientos, siendo el rendimiento global cercano al 80%.  
Aunque hay descritos algunos derivados sustituidos en el oxígeno de la posición 3 del 
3-indazolol193-204, la mayoría de ellos corresponden a carboxilatos201 o derivados de 
éstos198, 201, alquilderivados193, 201, 204 o aminoalquilderivados195. Adicionalmente, se han 
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descrito algunos derivados sustituidos con un bencilo o bencilos monosustituidos en el 
oxígeno de la posición 3193, 194, 196, 197, 199-203. 
En cuanto a las propiedades farmacológicas descritas para algunos derivados 1,3 
disustituidos de 3-indazolol, se pueden citar: activación del receptor de óxido nítrico205, 
inhibición de la agregación plaquetaria205,  actividad antihelmíntica206, antiulcerosa206, 
antibiótica207, antivirales208 y anti-T. cruzi197, 202. 
5.2. SÍNTESIS DE ÉTERES DE INDAZOLILO. 
Como ya se comentó en el capítulo de diseño, para la obtención de un conjunto 
representativo de éteres de indazolilo se consideraron tres posiciones de sustitución con 
diferentes sustituyentes para cada una de ellas (Fig. 30). 
R5 R1 R3
H
NO2
NH2
Br
CH3
(CH2)2CH3
(CH2)4CH3
CH2-ciclohexilo 
(CH2)2-piperidino
(CH2)2-N-pirrolidinilo
(CH2)2-N-diisopropilamino
(CH2)2-morfolino
bencilo
4-metoxibencilo
bencilo
4-metoxibencilo
 CH2-1-Naftilo
CH2-2-Naftilo
N
N
O
R1
R5
R3
 
Figura 30. Sustituyentes elegidos para explorar la capacidad cannabinoide de los éteres 
de indazol.  
La preparación de los éteres de 3-indazolilo, se planteó mediante tres rutas sintéticas 
alternativas (A, B, C) en función de los sustituyentes del sistema heterocíclico (Esq. 4). 
 La ruta sintética A es aplicable en el caso de que el derivado 1,3 disustituido de 3-
indazolol tenga el mismo sustituyente tanto en la posición 1 como en el oxígeno de la 
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posición 3 (R1 = R3). Este procedimiento consiste en la reacción del derivado de 3-
indazolol con el correspondiente haluro (X-R1). 
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Esquema 4. Estrategias sintéticas utilizadas para la preparación de los éteres de indazol. 
Por otra parte, para el caso de que los sustituyentes en las posiciones 1 y 3 sean 
distintos (R1 ≠ R3), se plantearon dos posibles rutas sintéticas. Una primera vía 
corresponde a la ruta sintética B que consta de dos pasos. En el primer paso, se introduce 
el sustituyente en posición 1, mediante la reacción con el correspondiente haluro (X-R1) y 
posteriormente en la posición 3, con un segundo haluro (X-R3), obteniéndose así los 
correspondientes éteres de 3-indazolilo-1-sustituidos (Esq. 4). 
La segunda estrategia posible para el caso en el que R1 sea distinto de R3, consiste en 
la protección previa del nitrógeno de la posición 1, del derivado de 3-indazolol, mediante 
reacción con cloroformiato de etilo, para dar el correspondiente derivado de 1-
etoxicarbonil-3-indazolol. Posteriormente, se introducen los sustituyentes deseados en el 
oxígeno de la posición 3, por reacción con los correspondientes haluros (X-R3). 
Finalmente, la consiguiente desprotección, con hidróxido potásico en etanol, del grupo 
etoxicarbonilo del nitrógeno de la posición 1 y la reacción con los correspondientes 
haluros (X-R1) conduce a los éteres de 3-indazolilo sustituidos en la posición 1. 
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Las dos primeras rutas sintéticas (A y B), con un menor número de pasos, podrían 
reducir a priori el tiempo y el coste necesario para la preparación de derivados con el 
mismo sustituyente, al ser en un solo paso (Ruta A, R1 = R3), o para derivados de 3-
indazolol con diferentes sustituyentes en la posición 1 y en el oxígeno de la posición 3 
(Ruta B, R1 ≠ R3). Sin embargo, en la Ruta B, existen restricciones en cuanto a la 
naturaleza de los sustituyentes que se pueden introducir en la posición 1 (R1), ya que éste 
no debe tener en su estructura grupos que puedan interferir en el siguiente paso. En las 
moléculas objetivo, ello se traduce en que no podemos utilizar esta ruta para los 
sustituyentes que contienen en su estructura un grupo amino como, por ejemplo, el grupo 
2-morfolinoetilo o 2-piperidinoetilo, ya que podría dar lugar en el siguiente paso a la 
cuaternización de la amina. Además, en este caso, es necesario que el primer paso de la 
reacción con el haluro (R1), sea selectivo, ya que en caso contrario se obtendría una 
mezcla de los productos monosustituidos en las posiciones 1, 2 y 3 o incluso de los 
productos disustituidos 1,2 y 1,3. 
La ruta sintética C, pese al mayor número de pasos de reacción, no conlleva grandes 
pérdidas en el rendimiento global, ya que los pasos de protección y desprotección del 
nitrógeno de la posición 1 transcurren con buenos rendimientos. Además, tiene la ventaja 
de que esta vía conduce a una mayor diversidad estructural en las moléculas a sintetizar, 
lo que hace a esta ruta mucho más atractiva, puesto que sería de aplicación general para 
todos los derivados propuestos, independientemente del sustituyente en cada una de las 
posiciones consideradas. Es por todo ello, por lo que ha sido la ruta sintética utilizada para 
la obtención de un mayor número de derivados. 
La ruta sintética A ha sido aplicada, tanto para la preparación de éteres de 5H- y de 5-
nitroindazol, con el mismo sustituyente en las posiciones 1 y en el oxígeno de la posición 
3, tal y como se recoge en el esquema 5. El procedimiento para la obtención de estos 
productos transcurre en un solo paso, mediante reacción de los 3-indazololes 1 y 2, según 
el caso, con el haluro en exceso (Esq. 5). En el procedimiento experimental se ensayaron 
distintas condiciones de reacción, variando la base empleada, sin que se observara en 
general ningún cambio en cuanto a la selectividad de la reacción.  
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Esquema 5. Obtención de los derivados 5, 6 y 11 mediante la ruta sintética A. 
Siguiendo este esquema de reacción, los derivados dibencilados 5 y 11193 fueron 
sintetizados a partir de los correspondientes 3-indazololes 15 y 14 mediante reacción con 
bromuro de bencilo. De la misma forma, el derivado sustituido con 4-metoxibencilo en las 
posiciones 1 y en el oxígeno de la posición 3 del indazol 6, se preparó mediante reacción 
con bromuro de 4-(metoxibencilo) del 1-H-3-indazolol (15). 
En esta reacción, además de los éteres de inzazol deseados, aparecían también los 
correspondientes isómeros disustituidos en las posiciones 1 y 2. Con la intención de 
obtener selectivamente o, al menos, en mayor proporción el éter de indazol deseado, se 
realizaron distintos ensayos, eligiendo para ello el compuesto 11, haciendo variaciones 
sobre el disolvente, la base o las condiciones de preparación evaluando el efecto de la 
utilización del microondas (Esq. 6). La proporción de isómeros obtenida fue determinada 
mediante ensayos de 1H-RMN, en función de la relación de integrales correspondientes a 
las señales del metileno del grupo benzilo. 
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Esquema 6. Obtención de los isomeros 11a y 11b mediante la ruta sintética A. 
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En cuanto al disolvente, se realizo el ensayo a reflujo de varios disolventes (acetona, 
butanona, etanol, dicloroetano, agua, tolueno, 1,4-dioxano, acetonitrilo y THF) y, en casi 
todos los casos, se obtenía una proporción similar de isómeros, observándose en mayor 
proporción el éter de indazol deseado, salvo en la reacción llevada a cabo en los 
disolventes tolueno, THF y, especialmente, en 1,4-dioxano, donde esta tendencia se 
llegaba incluso a invertir.  
En relación a la base empleada (K2CO3, Cs2CO3) no se encontraron diferencias 
significativas en la proporción de isómeros obtenidos. 
Finalmente, se llevo a cabo la reacción mediante un reactor microondas, utilizando los 
mismos disolventes, no observándose ningún cambio en cuanto a la proporción de 
isómeros obtenida, aunque sí en el tiempo de reacción necesario, ya que la reacción 
finalizaba, en algunos casos, en tan sólo 30 min. 
La ruta sintética B se utilizó para la preparación de los derivados con diferentes 
sustituyentes en la posición 1 y en el oxígeno de la posición 3. En primer lugar, se 
prepararon los derivados monosustituidos en posición N-1. Así, la síntesis de los 5-
nitroderivados de 1-metil-3-indazolol 16209 y 1-benzil-3-indazolol 17193 se llevo a cabo a 
partir de 14 con ioduro de metilo o bromuro de bencilo, respectivamente (Esq. 7). En el 
primer caso, la reacción se realizó en acetona con carbonato potásico, mientras que el 
derivado bencilado se obtuvo en una disolución acuosa de hidróxido sódico185. 
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Esquema 7. Síntesis de los 5-nitroderivados de 3-indazolol sustituidos en la posición 1. 
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Una vez obtenidos los derivados sustituidos en la posición 1, se procedió a la 
introducción del segundo sustituyente en el oxígeno de la posición 3 (Esq. 8). Así, la 
síntesis de los 3-naftilmetoxiderivados 12 y 18 se realizó mediante la reacción de 17 y 16 
con cloruro de 1-naftilmetilo o bromuro de 2-naftilmetilo en acetona a reflujo, utilizando 
como base carbonato de cesio y de potasio, respectivamente. 
N
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CH3
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Esquema 8. Síntesis de los derivados de 3-indazolol 1,3 disustituidos a partir de 
derivados monosustituidos en posición 1. 
Como ya se indicó en la introducción, estas dos rutas sintéticas tienen muchas 
limitaciones, por lo que la vía sintética alternativa C, mucho más versátil, ha sido la 
utilizada para la obtención de la mayor parte de los derivados de indazol (Esq. 1). 
El primer paso de reacción, común para todos los compuestos, consiste en la 
protección de la posición 1 del sistema heterocíclico. Así, los 1-etoxicarbonilderivados 19 y 
20, se sintetizaron mediante la reacción de los 3-indazololes 14 y 15 con cloroformiato de 
etilo en piridina, respectivamente (Esq. 9). 
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Esquema 9. Protección de la posición 1 mediante la formación de los etoxicarbonil-
derivados 19 y 20. 
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El segundo paso de reacción consiste en la introducción de un primer sustituyente en la 
posición 3 del anillo de indazol (Esq. 10). Sin embargo, cuando se llevó a cabo la reacción 
de 5-nitroindazol protegido 19 con los bromuros de 4-metoxibencilo y de 2-naftilmetilo y 
con el cloruro de 1-naftilmetilo, se obtuvieron una mezcla de los correspondientes éteres 
de indazol 7a, 8a y 21a respectivamente, junto con las indazolonas resultantes de la 
sustitución en la posición N-2 7b, 8b y 21b. Las reacciones se llevaron a cabo en 
butanona y carbonato potásico, excepto para la preparación del compuesto 21, en las que 
fue necesaria la utilización de condiciones más enérgicas, utilizando como disolvente N,N-
dimetilformamida y llevando a cabo la reacción a una temperatura de 100 ºC. 
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Esquema 10. Productos obtenidos tras las reacciónes de alquilación y desprotección de 
los derivados 19 y 20. 
Análogamente, la reacción de 20 con los haluros de 4-metoxibencilo, 2-naftilmetilo y 1-
naftilmetilo, conduce a una mezcla de los correspondientes éteres de 1-
etoxicarbonilindazol 1a, 2a y 22a junto con 3-indazolonas sustituidas en la posición 2 (1b, 
2b y 22b) cuando se lleva a cabo la reacción en butanona o 1,4-dioxano y carbonato 
potásico.  
La reacción de desprotección de los correspondientes 1-etoxicarbonilindazoles a y b de 
1, 2, 7, 8, 21 y 22, se llevó a cabo a temperatura ambiente en una disolución de hidróxido 
potásico en etanol (Esq. 10), procediéndose después a la separación de la mezcla de 
isómeros a y b mediante columna cromatográfica (ver parte experimental, sección 10.1). 
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En esta reacción, del mismo modo que en la ruta sintética A, se han realizado 
numerosos estudios experimentales con el fin de aumentar el porcentaje del derivado O-
sustituido en relación al N-sustituido, ya que no ha sido posible la obtención selectiva de 
una u otra forma. En esta ocasión, el estudio se hizo con la reacción de síntesis del 
derivado 22 (Esq. 11), realizando los mismos ensayos que en el estudio comentado 
anteriormente para la obtención del derivado 11. La proporción de isómeros obtenida fue 
determinada mediante ensayos de 1H-RMN, en función de la relación de integrales 
correspondientes a las señales del metileno del grupo benzilo. 
a) ClCH2-2-naftilo, K2CO3
b) KOH / EtOHN
N
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Esquema 11. Obtención de los isomeros 22a y 22b mediante la ruta sintética C. 
En este caso, la elección de la base sí que fue importante, ya que el uso de Cs2CO3, 
provocaba la desprotección parcial del producto de partida, por lo que todas las 
reacciones se llevaron a cabo utilizando K2CO3 como base.  
El uso de microondas tampoco ofreció mejores resultados en cuanto a un aumento en 
la proporción del isómero empleado, aunque sí respecto al tiempo de reacción, donde 
nuevamente se reducía considerablemente, llegando a término la reacción en 
apróximadamente 1 hora. 
Respecto a la elección del disolvente, se observó que, en este caso, el disolvente que 
conducía a la obtención de una mayor proporción del éter de indazol deseado fue, 
contrariamente a lo ocurrido en el estudio anterior (Esq. 6), el 1,4-dioxano, pero cuando se 
intentó escalar la reacción a cantidades no meramente analíticas, existían problemas de 
solubilidad que ocasionaban finalmente la desprotección del producto de partida, por lo 
que, finalmente, se eligió la butanona como disolvente general.  
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Estos resultados, junto con los obtenidos en el estudio de la reacción de síntesis del 
derivado 11 (Esq. 6), conducen a la conclusión de que en este tipo de reacciones, el factor 
más determinante en cuanto a la proporción entre los dos isómeros, es tanto el indazol de 
partida, como la naturaleza del sustituyente que se quiera introducir en el oxígeno de la 
posición 3 del indazol, obligando a que para intentar obtener la proporción de isómeros 
deseada en cada caso, haya que estudiar cada reacción en particular.  
Una vez introducido el sustituyente en el oxígeno de la posición 3, se procedió a la 
introducción del segundo sustituyente en el nitrógeno de la posición 1 del sistema de 
indazol (ruta sintética C, Esq. 12). Para ello se hicieron reaccionar los correspondientes 
éteres de indazol con los haluros adecuados en butanona y carbonato potásico. La 
utilización de la butanona permite llevar a cabo la reacción a mayor temperatura con lo 
que se disminuye de manera considerable el tiempo de reacción respecto a las reacciones 
llevadas a cabo en acetona. 
Los 1-alquilderivados del 3-(2-naftilmetoxi)-5-nitroindazol (8a), 9, 23 y 24, se obtuvieron 
mediante reacción con los yoduros de metilo, propilo y pentilo, respectivamente. Del 
mismo modo, los dialquilaminoetilderivados 10 y 25, se sintetizaron, utilizando también el 
compuesto 8a como producto de partida, mediante reacción con los cloruros de 2-
piperidinoetilo y de 2-morfolinoetilo, respectivamente. Por su parte, el derivado 3-(1-
naftilmetoxi)-5-nitro-1-(2-(N-pirrolidinil)etil)indazol (26) se preparó haciendo reaccionar el 
1-naftilmetoxiderivado 22a con cloruro de 2-(N-pirrolidinil)etilo. Análogamente, la reacción 
de 3-(4-metoxibenciloxi)-5-nitroindazol (7a) con yoduro de pentilo y con cloruro de 2-(N-
diisopropilaminoetilo) dio lugar a los compuestos 27 y 28. 
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Esquema 12. Obtención de los derivados de indazol 1,3 disustituidos a partir de los 
indazoles sustituidos en la posición 3. 
Siguiendo la misma ruta sintética general C, se prepararon una serie de éteres de 
indazol sin sustitución en el anillo aromático del indazol mediante la introducción del 
segundo sustituyente en N-1, a partir de los correspondientes derivados sustituidos en el 
oxígeno de la posición 3 1a, 2a y 22a, tal y como se indica en el esquema 11. Así, a partir 
del compuesto 3-(2-naftilmetoxi)indazol (2a) se prepararon tanto el 1-metilderivado 3 
como el 1-piperidinoetilderivado 4, mediante reacción con yoduro de metilo y cloruro de 2-
piperidinoetilo, respectivamente. Por otra parte, los 1-dialquilaminoetilderivados de 3-(1-
naftilmetoxi)indazol 29 - 31 fueron sintetizados mediante reacción del derivado 22a con los 
cloruros de 2-(N-diisopropilamino)etilo, 2-(N-pirrolidinil)etilo y 2-piperidinoetilo 
respectivamente. Finalmente, el 1-(2-(N-diisopropilamino)etil)derivado 32 se sintetizó a 
partir del compuesto 3-(4-metoxibencil)indazol (1a). 
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Introducción de nuevos grupos funcionales en el anillo aromático del indazol. 
Para la modificación de los sustituyentes en la posición 5 del sistema de indazol, de 
entre los diferentes grupos posibles se consideraron dos con diferentes propiedades 
electrónicas. Por una parte el grupo amino, capaz de formar enlaces de hidrógeno y, por 
otra, un halógeno con débil efecto +K y -I. 
Tras una exhaustiva búsqueda bibliográfica enfocada a la obtención de 5-
aminoindazoles, no se encontraron condiciones de reacción aplicables a la reducción de 
éteres de nitroindazolilo, ya que aunque hay publicados métodos de reducción del grupo 
nitro en indazoles190, la utilización de las condiciones descritas implican la destrucción del 
la función éter. 
La obtención de derivados de 3-indazolol sustituidos en la posición 5 con un grupo 
amino, se abordó en primer lugar mediante la reducción del grupo nitro con hidracina, 
catalizada por una base de Lewis como el tricloruro de hierro FeCl3, utilizando un 
procedimiento descrito para nitrobencenos210. Mediante este procedimiento fue posible la 
preparación de 5-amino-3-benciloxi-1-bencilindazol (33), a partir del 5-nitroderivado 11, 
pero con muy bajo rendimiento, junto con numerosos productos secundarios que 
dificultaban su aislamiento y purificación.  
Por tanto, manteniendo la estrategia propuesta, fue necesario estudiar otras 
condiciones de reacción. Los mejores resultados se obtuvieron modificando el catalizador 
utilizado, llevando a cabo la reacción con oxihidróxido de hierro III FeO(OH) mediante el 
tratamiento de tricloruro de hierro (FeCl3) con hidróxido sódico (NaOH), mediante un 
método descrito por Lauwiner211, aunque aplicado hasta ahora solamente a derivados 
bencénicos.  
Así, la reducción de los 5-nitroindazoles 10, 11, 23, 26 con hidracina en metanol, con 
FeO(OH) como catalizador, condujo a los correspondientes 5-aminoderivados 33 - 36, 
(Esq. 13). Hay que resaltar que este procedimiento es aplicable para éteres arílicos de 
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indazol con sustituyentes en N-1 de tipo alquilo, bencilo y cicloalquilaminoetilo con unos 
altos rendimientos, en ocasiones casi cuantitativos. 
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Esquema 13. Ruta sintética para la obtención de los derivados de 5-aminoindazol 33 - 36. 
Finalmente, la obtención de 5-bromoindazoles se abordó mediante la introducción de 
un átomo de bromo en la posición 5 del sistema de indazol, con los sustituyentes 
deseados ya unidos a la posición 1 y al oxígeno de la posición 3. Para ello, se siguió el 
método descrito por Tanemura212, que consiste en una sustitución electrófila aromática 
utilizando como agente halogenante N-bromosuccinimida (NBS) y tricloruro de hierro 
(FeCl3) como catalizador en acetonitrilo (Esq. 14). De esta forma, se obtuvo el 5-bromo-3-
(2-naftilmetoxi)-5-nitroindazol (37) a partir del derivado 4. 
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Esquema 14. Ruta sintética para la obtención del 5-bromoderivado 37. 
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5.3. ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL. 
Las estructuras de todos los compuestos sintetizados han sido establecidas de acuerdo 
con los datos analíticos y espectroscópicos de 1H-RMN, de 13C-RMN y mediante análisis 
de HPLC-MS.  
La asignación de las señales correspondientes a los carbonos y protones del anillo de 
indazol ha sido establecida en base a los desplazamientos químicos, la correlación de las 
señales de 1H-RMN  y 13C-RMN en los especros bidimensionales HSQC y a la influencia 
de los sustituyentes existentes en la posición 5 del anillo aromático del indazol (Tabla 9).  
En general, de los siete carbonos del sistema heterocíclico de indazol, la señal más 
desapantallada corresponde al carbono unido al átomo de oxígeno (C-3), apareciendo 
entre 158,9 - 153,5 ppm. Posteriormente aparece la señal del C-7a, de menor intensidad 
debido al carácter cuaternario del carbono, que aparece entre 140,3 y 143,5, salvo en el 
caso de los 5-aminoderivados, donde, por efecto del sustituyente, la señal se ve 
desplazada hasta alrededor de 136 ppm.  
Por otra parte, los carbonos del sistema heterocíclico que aparecen a campo más alto 
son C-7 y C-3a, que apenas sufren modificación en su desplazamiento por el efecto de los 
sustituyentes del heterociclo, apareciendo siempre en torno a los 109 y 113 ppm, 
respectivamente. Hay que destacar que la señal del carbono C-3a, es de menor 
intensidad, debido al carácter cuaternario del mismo. 
El C-5 es el carbono que más se ve afectado por la naturaleza del sustituyente en esa 
posición. Así, mientras que en los indazoles sin sustitución en el anillo esta señal aparece 
alrededor de los 120 ppm, cuando éste se encuentra sustituido tanto por un grupo nitro 
como amino, la señal se desplaza alrededor de los 140 ppm. En cambio, el efecto del 
grupo bromo en esa posición (compuesto 37), desplaza la señal a una zona más 
apantallada (114 ppm). 
 
80           5.- QUÍMICA 
Otros carbonos cuyas señales se ven bastante afectadas por la naturaleza del 
sustituyente de la posición 5 del heterociclo son el C-4 y el C-6. En el caso del primero, la 
señal aparece entre 118 y 120 ppm para el caso de los 5-H y 5-nitroindazoles, algo más 
desapantallada para el 5-bromoderivado 37 (122,6 ppm), y alrededor de los 100 ppm para 
el caso de los 5-aminoderivados. En el caso del C-6, el efecto del sustituyente es menor, 
apareciendo la señal en torno a los 119 ppm para el caso de los 5-aminoderivados, algo 
más apantallado para el caso de los 5-nitroindazoles (122 ppm) y a un campo más bajo 
para el caso de los indazoles sin sustitución en anillo (127 ppm). Finalmente, en el caso 
del 5-bromoderivado 37, la señal se observa aún más desapantallada, a 130,3 ppm.  
Por otra parte, la caracterización de los isómeros tipo indazolol (a) y tipo indazolona (b) 
de los compuestos 1, 2, 7, 8, 21 y 22, fue realizada a partir de las señales de 1H-RMN y de 
13C-RMN (los datos espectroscópicos de cada compuesto se encuentran en la parte 
experimental, sección 10.1). 
Respecto al espectro de 1H-RMN, en los éteres de indazolilo (isómeros a), donde el 
sustituyente R3 está unido al oxígeno en la posición 3, la señal correspondiente al grupo 
CH2 de dicho sustituyente aparece entre 5,38 y 5,85 ppm, mientras que en las 3-
indazolonas sustituidas en la posición 2 (isómeros b), donde el sustituyente R3 está unido 
al átomo N-2, esta señal aparece siempre alrededor de 0,4 ppm más apantallada que su 
correspondiente isómero. Por otro lado, cuando los experimentos de RMN se realizan 
utilizando como disolvente DMSO-d6, la señal del H-N1, aparece en los 5H-derivados 
alrededor de 12,04 ppm, y para el caso de los 5-nitroderivados cercano a 12,70 ppm, 
mientras que la señal de sus respectivos isómeros b aparece alrededor de 10,26 y 12,00 
ppm respectivamente, según sean 5-H o 5-nitroderivados. 
Acerca de los experimentos de 13C-RMN, la diferencia en el desplazamiento de la señal 
del carbono del grupo CH2 del sustituyente R3 entre ambas estructuras, es mucho más 
significativa que en los espectros de 1H-RMN, ya que las señales en los éteres de 
indazolilo (isómeros a) aparecen alrededor de 70 ppm, mientras que en los isómeros b, 
esta señal aparece entre 50 y 55 ppm. Otra señal que se ve afectada es la que 
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corresponde al C-3, ya que según su señal se ve desplazada de alrededor 157 ppm a 161 
ppm, según se trate del isómero èter (a) o la indazolona (b). 
Por otra parte, los datos obtenidos de HPLC-MS indican una clara diferencia entre los 
éteres de indazolilo (isómeros tipo a) y las 3-indazolonas (isómeros tipo b) en cuanto a 
sus tiempos de retención (tr). Utilizando un gradiente en 6 minutos de CH3CN / H2O de 
10:90 a 100:0 se obtienen para los éteres de indazolilo unos tiempos de retención 
próximos a 5,5 min, mientras que las 3-indazolonas sustituidas en la posición 2 se 
encuentran en un tiempo de retención de alrededor de 4 min (ver parte experimental, 
sección 10.1). 
 Tabla 9. Desplazamientos químicos (ppm) de 13C-RMN de los éteres de indazol sintetizados 
N
N
O
R2
R1
CH2R3
 
 
Compuesto Disolvente R5 R1 R3 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a 
1 CDCl3 H H 4-metoxifenilo 157,6 112,9 119,8 120,0 127,8 109,6 142,6 
2 DMSO H H 2-naftilo 155,6 111,2 119,0 119,1 127,1 110,1 141,8 
3 CDCl3 H metilo 2-naftilo 155,6 112,5 118,9 120,1 125,8 108,5 142,0 
4 CDCl3 H piperidinoetilo 2-naftilo 155,6 112,6 118,9 120,1 127,0 108,7 141,6 
5 CDCl3 H bencilo fenilo 155,8 113,1 119,2 120,2 127,0 108,8 141,7 
6 CDCl3 H 4-metoxibencilo 4-metoxifenilo 156,2 113,6 119,5 120,6 127,7 109,3 141,9 
7 DMSO NO2 H 4-metoxifenilo 159,6 110,9 117,8 140,7 122,4 111,3 143,5 
8 CDCl3 NO2 H 2-naftilo 158,8 112,3 118,4 141,7 123,1 109,8 143,7 
9 CDCl3 NO2 metilo 2-naftilo 157,5 112,0 118,7 140,9 122,6 108,5 143,0 
10 CDCl3 NO2 piperidinoetilo 2-naftilo 157,5 112,0 118,6 140,8 122,3 109,0 143,1 
11 DMSO NO2 bencilo fenilo 157,2 111,6 118,0 141,0 122,8 110,8 143,0 
12 DMSO NO2 bencilo 2-naftilo 156,8 111,3 117,7 140,6 122,4 110,4 142,6 
18 CDCl3 NO2 metilo 1-naftilo 157,5 112,0 118,7 140,8 122,6 108,5 143,0 
21 DMSO NO2 H 1-naftilo 157,5 110,4 117,3 140,2 123,6 111,1 143,4 
22 CDCl3 H H 1-naftilo 155,6 111,1 119,0 119,0 127,1 110,1 141,8 
 Continuación Tabla 9. Desplazamientos químicos (ppm) de 13C-RMN de los éteres de indazol sintetizados 
N
N
O
R2
R1
CH2R3
Compuesto Disolvente R5 R1 R3 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a 
23 CDCl3 NO2 propilo 4-metoxifenilo 157,8 112,3 119,2 141,1 122,8 108,9 143,0 
24 CDCl3 NO2 pentilo 2-naftilo 157,4 111,9 118,8 140,8 122,4 108,5 142,5 
25 CDCl3 NO2 morfolinoetilo 2-naftilo 157,5 112,1 118,7 140,9 122,3 108,8 143,1 
26 CDCl3 NO2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo 158,0 112,3 118,3 141,6 123,5 109,8 143,4 
27 CDCl3 NO2 pentilo 4-metoxifenilo 157,5 112,0 118,8 140,7 122,4 108,4 142,5 
28 CDCl3 NO2 N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo 158,0 112,2 119,1 141,0 122,6 109,5 143,6 
29 CDCl3 H N-diisopropilaminoetilo 1-naftilo 156,0 112,8 118,7 120,1 127,0 109,3 142,2 
30 CDCl3 H N-pirrodiniletilo 1-naftilo 155,8 112,8 119,1 120,2 127,4 108,7 141,6 
31 DMSO H piperidinoetilo 1-naftilo 155,8 112,7 119,1 120,1 127,1 108,8 141,6 
32 CDCl3 H N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo 156,0 111,8 119,0 120,4 127,4 109,2 142,1 
33 DMSO NH2 bencilo fenilo 153,7 112,9 99,6 141,9 119,0 110,4 136,3 
34 CDCl3 NH2 propilo 2-naftilo 154,9 113,3 103,2 139,2 119,5 109,9 137,7 
35 CDCl3 NH2 piperidinoetilo 2-naftilo 153,5 111,9 102,0 137,8 118,2 108,5 136,4 
36 CDCl3 NH2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo 154,8 113,2 102,9 139,1 119,4 109,6 137,5 
37 CDCl3 Br piperidinoetilo 2-naftilo 154,8 111,8 122,6 114,1 130,3 110,4 140,3 
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Los nuevos compuestos sintetizados fueron evaluados farmacológicamente para 
determinar su posible actividad farmacológica de acuerdo a una serie de criterios 
enfocados al descubrimiento de cannabinoides con actividad agonista CB2 e inhibidora de 
las enzimas colinesterasas AChE/BuChE. 
Los criterios utilizados, que se encuentran esquematizados en la figura 31, recogen los 
diferentes estudios realizados para determinar la actividad cannabinoide y colinérgica de 
los derivados de éter de indazolilo sintetizados.  
En primer lugar se realizaron estudios de unión sobre los receptores cannabinoides 
CB1 y CB2, realizados por la Dra. Concepción Pérez en el grupo del profesor Javier 
Fernández Ruiz de la Universidad Complutense de Madrid y estudios en tejido para 
determinar el efecto cannabinoide como agonistas, llevados a a cabo por el grupo de la 
profesora Mª Isabel Martin-Fontelles en la Universidad Rey Juan Carlos I.  
Por otra parte, se realizaron ensayos para determinar la capacidad de inhibir a las 
enzimas acetil- (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE), estudiándose asimismo, su 
mecanismo de inhibición mediante ensayos de competición.  
Además, se realizaron estudios para determinar la capacidad antioxidante de aquellos 
compuestos que presentaban propiedades farmacológicas más interesantes. Los ensayos 
tanto de actividad colinérgica como del efecto antioxidante, fueron realizados por la Dra. 
Concepción Pérez en el Instituto de Química Médica del CSIC.  
Por último, se realizaron ensayos de toxicidad para evaluar el potencial mutagénico de 
algunos derivados, seleccionados en función de su estructura, mediante  el Test de Ames. 
Estos ensayos fueron hechos en los laboratorios de la Dra. Mercedes González y Hugo 
Cerecetto de la Universidad de la República de Uruguay 
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Figura 31. Esquema representativo para el descubrimiento de nuevos “hits”. 
 
6.1. EFECTO CANNABINOIDE. 
Estudios de desplazamiento de radioligando (binding). 
Para evaluar la actividad cannabinoide de los nuevos éteres de indazol sintetizados, 
se ha determinado la afinidad in vitro en células (HEK293EBNA) por los receptores 
cannabinoides de los compuestos 9, 11, 12, 18, 19, 22-46, cuyas estructuras se recogen 
en la tabla 9, determinando la capacidad que tienen para desplazar al radioligando [3H]-
CP55940 del sitio de unión (ver parte experimental, sección 10.2).  
Los resultados obtenidos, recogidos en la tabla 10, indican que todos los derivados 
evaluados muestran afinidad significativa por los receptores cannabinoides CB1 y/o CB2. 
En relación al receptor CB1, algunos de los derivados ensayados no muestran afinidad y 
corresponden en general a 5-nitro-1-metilindazoles y a derivados con el sustituyente 
diisopropilaminoetillo en posición 1. Los compuestos con mayor actividad cannabinoide 
CB1 corresponden a los 1-pirrolidiniletilindazoles 26 y 30 y al 1-propilderivado 23.  
En general, la afinidad por el receptor CB2 es mayor en los derivado de 5-nitroindazol 
en relacion a los indazoles sin sustituir en posición 5, excepto en la pareja 21-22. Una 
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tendencia similar se observa en los derivados de 5-nitroindazol cuando los derivados de 
indazol están sustituidos en la posición 1.  
En relación a la selectividad CB2, se puede observar que es mayor en los 5-
nitroderivados respecto de los derivados sin sustitución, excepto en el caso de los 
compuestos 2 y 32, que muestran una ligera selectividad CB1. 
Tabla 10. Resultados obtenidos en los ensayos de desplazamiento de radioligando. 
 
N
N
O
R1
R5
CH2R3
 
Nº R5 R1 R3 Ki CB2 (μM) Ki CB1 (μM) selectividad CB2 
1 H H 4-metoxifenilo 4,49 ± 0,81 21,0 ± 6,1 4,68 
2 H H 2-naftilo 6,83 ± 1,59 21,7 ± 20,8 3,18 
3 H metilo 2-naftilo 10,1 ± 2,4 4,00 ± 1,98 0,40 
4 H piperidinoetilo 2-naftilo 2,01 ± 1,47 1,42 ± 0,54 0,71 
5 H bencilo fenilo 3,51 ± 0,09 2,59 ± 0,9 0,74 
6 H 4-metoxibencilo 4-metoxifenilo 0,913 ± 0,230 2,36 ± 0,67 2,58 
7 NO2 H 4-metoxifenilo 1,81 ± 0,17 >40 >22 
8 NO2 H 2-naftilo 5,17 ± 1,18 13,6 ± 5,4 2,63 
9 NO2 metilo 2-naftilo 3,50 ± 2,57 > 40 >11 
10 NO2 piperidinoetilo 2-naftilo 0,508 ± 0,13 1,26 ± 0,43 2,48 
11 NO2 bencilo fenilo 0,388 ± 0,103 1,20 ± 0,35 3,13 
12 NO2 bencilo 2-naftilo 0,414 ± 0,191 >10 >24 
18 NO2 metilo 1-naftilo 0,254 ± 0,063 > 40 >157 
21 NO2 H 1-naftilo 0,919 ± 0,245 >40 >43 
22 H H 1-naftilo 0,439 ± 0,084 1,64 ± 0,13 3,74 
23 NO2 propilo 2-naftilo 0,470 ± 0,04 0,356 ± 0,006 0,76 
24 NO2 pentilo 2-naftilo 1,37 ± 0,06 1,60 ± 0,13 1,16 
25 NO2 morfolinoetilo 2-naftilo 0,544 ± 0,217 1,38 ± 0,08 2,54 
26 NO2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo 0,132 ± 0,019 0,618 ± 0,148 4,68 
27 NO2 pentilo 4-metoxifenilo 0,487 ± 0,056 7,51 ± 1,58 14,29 
28 NO2 N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo 8,87 ± 2,16 >40 >4,5 
29 H N-diisopropilaminoetilo 1-naftilo 5,40 ± 0,90 > 40 >7,4 
30 H N-pirrodiniletilo 1-naftilo 0,370 ± 0,190 0,564 ± 0,086 1,52 
31 H piperidinoetilo 1-naftilo 0,238 ± 0,050 3,19 ± 1,6 13,4 
32 H N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo 7,68 ± 2,00 > 40 >5,2 
33 NH2 bencilo fenilo 1,65 ± 0,29 3,87 ± 1,41 2,34 
34 NH2 piperidinoetilo 2-naftilo 2,35 ± 1,36 > 40 >17 
35 NH2 propilo 2-naftilo 2,90 ± 0,70 1,64 ± 0,23 0,57 
36 NH2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo 4,64 ± 1,5 1,13 ± 0,29 0,24 
37 Br piperidinoetilo 2-naftilo 1,81 ± 0,73 1,67 ± 0,22 0,92 
WIN    0,009± 0,003 0,002± 0,001 0,22 
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Estudios in vitro en tejido deferente de ratón. 
El estudio de un compuesto en tejido aislado permite simplificar los estudios in vivo al 
eliminarse los factores de distribución, metabolismo y excreción. Estos ensayos 
contribuyen a la valoración de la funcionalidad del compuesto probado, y, en particular, 
al establecimiento de sus propiedades agonistas o antagonistas. La caracterización in 
vitro de la actividad cannabinoide de los nuevos compuestos sintetizados se llevó a cabo 
mediante el ensayo típico para el estudio y la determinación del tipo de efecto 
cannabinoide213, que consiste en la realización de ensayos de inhibición dosis-
dependiente del efecto contráctil producido por estimulación eléctrica en conducto 
deferente de ratón. Diferentes receptores median la inhibición de esta respuesta, como 
los receptores adrenérgicos, purinérgicos y cannabinoides. Las sustancias de naturaleza 
agonista cannabinoide presentan la capacidad de inhibir las contracciones inducidas 
eléctricamente, probablemente producida por un efecto a nivel presináptico, reduciendo 
los niveles de ATP y disminuyendo la liberación de neurotransmisores que producen 
contracción de la musculatura lisa, mediante un mecanismo de bloqueo de la liberación 
de acetilcolina. Este efecto podría ser el resultado, a su vez, de la inhibición de flujos de 
Ca2+ producida por los cannabinoides. En cambio, los antagonistas son capaces de 
bloquear este efecto inhibitorio y los agonistas inversos producen el efecto contrario de 
aumento de la contracción.  
El estudio de todos los compuestos se ha realizado utilizando como referencia el 
efecto de cannabinoides bien caracterizados, como son el agonista WIN55212-2 y los 
antagonistas AM251 (selectividad CB1) y AM630 (selectividad CB2). Los valores de 
inhibición contráctil alcanzados por cada compuesto a las 5 concentraciones ensayadas, 
se recogen en la parte experimental (sección 10.2). 
En las figuras 32, 33 y 34 se muestran los perfiles farmacológicos mostrados en este 
ensayo de todos los derivados evaluados junto con el del compuesto de referencia 
WIN55212-2. En relación a los 5-nitroindazoles, los resultados obtenidos indican que 
algunos compuestos (10, 11, 12, 25 y 26) producen una inhibición de la contracción de 
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entre el 30 y el 50%, y por tanto se comportan como agonistas parciales (Fig. 33). El 
resto de los 5-nitroderivados evaluados 9, 18, 23, 24, 27 y 28 no mostraron efecto 
significativo como agonistas en tejido (< 27%) (Fig. 34). 
En relación a los indazoles sin sustituir en la posición 5, los resultados obtenidos 
indican que únicamente los derivados 3, 6 y 29 no presentan actividad agonista 
significativa, al igual que el 5-bromoindazol 37 (Fig. 34). Por otra parte, el 5-
aminoderivado 35 se comporta como un agonista parcial (Fig. 33). 
Sin embargo, hay que resaltar que algunos de estos derivados, fundamentalmente los 
1-alquilderivados 3, 9, 18, 23 y 24 se comportan como antagonistas cannabinoides, 
inhibiendo el efecto del WIN55212-2. Este aspecto, aún siendo muy relevante, no se 
contempla en los objetivos de la presenta memoria, enfocada a la aplicación de 
soluciones terapéuticas para las enfermedad de Alzheimer, y por tanto no va a ser 
discutido.  
En la figura 32 se muestran las gráficas de los derivados de indazol más interesantes 
que muestran un comportamiento de agonista total (full agonistas), que corresponden a 
los derivados de 1-piperidinoetil 4 y 31, de 1-(N-pirrolidinil)etil 30 y de 1-
diisopropilaminoetil 32 en los éteres sin sustituir en posición 5. Análogamente, los 5-
aminoindazoles 34 y 36 también se comportan como “full” agonistas. 
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Figura 32. Representación gráfica del efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil del agonista de referencia WIN55212-2 y de los 
compuestos sintetizados que han mostrado un efecto completo (full agonistas). 
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Figura 33. Representación gráfica del efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil del 
agonista de referencia WIN55212-2 y de los compuestos sintetizados que han mostrado 
un efecto parcial (agonistas parciales). 
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Figura 34. Representación gráfica del efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil del 
agonista de referencia WIN55212-2 y de los compuestos sintetizados que no han 
mostrado efecto agonista. 
 
A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que han sido obtenidos seis 
derivados de éteres de indazol (4, 30, 31, 32, 34 y 36) con un importante efecto agonista 
(inhibición de las contracciones inducidas eléctricamente), dependiente de la 
concentración y con una efectividad similar a la del agonista cannabinoide de referencia 
WIN55212-2 (Fig. 35).  
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Figura 35. Efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil a la concentración máxima 
ensayada (2,0 x 10-5) de los derivados 4, 30, 31, 32, 34, 36 y del compuesto de 
referencia WIN55212-2. 
 
Con el fin de confirmar que el efecto producido es consecuencia de la interacción con 
los receptores cannabinoides, se han realizado estudios complementarios, que consisten 
en determinar si el efecto producido por los derivados de indazol es bloqueado por los 
antagonistas selectivos CB1 (AM251) y/o CB2 (AM630). En la figura 36 se representan en 
un diagrama de barras los resultados obtenidos correspondientes a la evaluación de los 
derivados de indazol 4, 31, 32 y 34. Las columnas verdes muestran el porcentaje de 
inhibición de la contracción inducida eléctricamente en tejido de vaso deferente de ratón 
provocada por la adición del éter de indazolilo a estudiar. Las columnas rojas muestran 
el porcentaje de inhibición causado por la adición conjunta de cada compuesto con el 
antagonista CB1 AM251, mientras que las columnas azules muestran el porcentaje de 
inhibición causado por la adición, junto con el derivado estudiado, de ambos 
antagonistas (AM251 y AM630) a la vez. Ambos antagonistas se utilizaron a la 
concentración de 10-6 M. 
  95 6.- FARMACOLOGÍA 
Bloqueo del efecto agonista
40,5
26,8
27,1
43,1
38,4
20,3
41,4
23,6
13,0
45,7
32,8
20,2
73,9
59,3
51,8
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
80,0
WIN             32                 34                4              31     
%
 in
hi
bi
ci
ón
 c
on
tr
ác
til
Agonista (9 x 10-7 M) Agonista + AM 521 (10-6 M)
Agonista + AM 251 (10-6 M) + AM 630 (10-6 M) Agonista (8,1 x 10-7 M)
 
Figura 36. Reversión del efecto agonista de los compuestos WIN55212-2, 4, 31, 32 y 34 
provocada por los antagonistas CB1 y CB2 respectivamente AM251 y AM630.  
 
Como se puede observar en la figura 36, el efecto causado por los compuestos 
sintetizados es bloqueado bien por la adición del antagonista selectivo CB1, el AM251, 
obien por la suma de ambos (AM251 y AM630), de manera similar al compuesto de 
referencia WIN55212-2, lo que demuestra claramente el hecho de que el efecto 
observado tras la adición de estos compuestos es mediado por los receptores 
cannabinoides. 
A modo de conclusión, se puede afirmar que los compuestos 4, 31, 32 y 34 tienen, de 
entre todos los derivados ensayados, el mejor perfil como agonistas cannabinoides, ya 
que inhiben de forma eficaz y de una forma dependiente de la concentración, las 
contracciones inducidas eléctricamente en tejido deferente de ratón, siendo además este 
efecto bloqueado por la presencia de antagonistas CB1 y CB2, en la misma medida que 
el agonista cannabinoide de referencia WIN55212-2. 
 
96  6.- FARMACOLOGÍA 
 
6.2. EFECTO COLINÉRGICO 
Ensayos de Inhibición Enzimática 
Para estudiar el posible efecto colinérgico de los nuevos compuestos y con el fin de su 
posible aplicación para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, se 
realizaron ensayos de inhibición enzimática sobre las enzimas acetil- y 
butirilcolinesterasa (AChE y BuChE) siguiendo el método descrito por Ellman et al.125, 
usando donepezilo y rivastigmina, fármacos utilizados contra la EA, como compuestos 
de referencia. 
En la tabla 11 se presentan los datos de la IC50 de todos los derivados de éteres de 
indazolilo sintetizados. La IC50 se define como la concentración de compuesto que inhibe 
la actividad enzimática un 50% con respecto al control de la enzima sin tratamiento. Hay 
que señalar que, desgraciadamente, no fue posible la determinación de la IC50 para 
muchos de los derivados evaluados por razones de solubilidad. 
Como se puede observar en la tabla 11, los derivados 4, 10, 26, 29, 30, 31, 32, 34, 36 
y 37 muestran inhibición de la enzima butirilcolinesterasa (BuChE) con un valor de IC50 
del mismo orden que la rivastigmina. De entre estos derivados, los compuestos 26, 29, 
31, 32 y 36 son los que mostraron además cierta actividad como inhibidores de la AChE.  
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Tabla 11. Datos de IC50 de los compuestos estudiados frente a las enzimas hAChE y 
hBuChE. 
N
N
O
R1
R5
CH2R3
 
aDosis máxima ensayada; bEntre paréntesis el porcentaje de inhibición a esa 
concentración;cKi experimental en BuChE de suero equino; dReferencia126 
Compuesto R5 R1 R3 IC50 AChE (μM) IC50 BuChE (μM) 
1 H H 4-metoxifenilo >10 (30,81±4,68) >10 
2 H H 2-naftilo > 10 (34,87 ± 1,35) > 10 
3 H metilo 2-naftilo > 10 (40,07 ± 6,46) 10 (20,39 ± 2,81) 
4 H piperidinoetilo 2-naftilo > 10 (15,78 ± 2,78) 0,97 ± 0,02 
5 H bencilo fenilo 2,87 ± 1,76 > 25 
6 H 4-metoxibencilo 4-metoxifenilo > 10 (37,64 ± 6,29)b > 10 
7 NO2 H 4-metoxifenilo > 10 (35,00 ± 3,03) > 10 
8 NO2 H 2-naftilo 8,62 ± 0,01 > 10 
9 NO2 metilo 2-naftilo > 10 (39,70 ± 5,35) > 10 
10 NO2 piperidinoetilo 2-naftilo > 10 3,58 ± 0,10 
11 NO2 bencilo fenilo 7,28 ± 0,25 > 10 
12 NO2 bencilo 2-naftilo 6,34 ± 0,52 > 10 
18 NO2 metilo 1-naftilo > 10 (43,23 ± 6,59) > 10 
21 NO2 H 1-naftilo 13,08 ± 1,22 > 25 
22 H H 1-naftilo > 10 (27,70 ± 1,36) > 10 
23 NO2 propilo 4-metoxifenilo > 10 (45,37 ± 3,24) > 10 
24 NO2 pentilo 2-naftilo 8,19 ± 0,49 > 10 
25 NO2 morfolinoetilo 2-naftilo > 10 (18,21 ± 0,15) > 10 
26 NO2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo >25 (45± 2,24) 4,51 ± 1,71 
27 NO2 pentilo 4-metoxifenilo 9,74 ± 0,21 > 10 
28 NO2 N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo 91,12 ± 2,13 > 100 
29 H N-diisopropilaminoetilo 1-naftilo > 10 (32,00 ± 0,43) 0,10 ± 0,03 
30 H N-pirrodiniletilo 1-naftilo > 10 2,83 ± 0,01 
31 H piperidinoetilo 1-naftilo > 10 (45,68 ± 4,91) 0,81 ± 0,02 
32 H N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo > 10 (24,44 ± 2,55) 4,76 ± 0,34 
33 NH2 bencilo fenilo 8,64 ± 0,49 > 10 (21,07 ± 2,03) 
34 NH2 piperidinoetilo 2-naftilo > 10 (13,3 ± 4,3) 1,78 ± 0,01 
35 NH2 propilo 2-naftilo > 10 (36,63 ± 1,53) > 10 
36 NH2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo >25 (41%) 3,03 ± 0,86 
37 Br piperidinoetilo 2-naftilo > 10 0,19 ± 0,01 
rivastigmina    48,0d 54,0d 
donepezilo    0,010 ± 0,002 2,5 ± 0,07c 
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Hay que señalar que, únicamente los compuestos con un sustituyente de 
dialquilaminoetilo en la posición 1 del sistema de indazol, muestran actividad como como 
inhibidores de BuChE. No obstante, este requerimiento no es suficiente por sí sólo, ya 
que los 5-nitroderivados 25 y 28 no mostraron actividad inhibidora.  
En la tabla 11 se observa además que, en relación a la AChE, los derivados N1-H 8 y 
21, N1-benzil 5, 11, 12 y 33 o N1-alquilderivados 24 y 27, mostraron actividad del orden 
micromolar como inhibidores de AChE. Sin embargo, todos estos derivados no tienen 
actividad como inhibidores de BuChE.  
A partir de un sencillo analisis de los datos mostrados en la tabla 11, se puede deducir 
que la sustitución en la posición 1 del anillo de indazol por un grupo del tipo 
dialquilaminoetilo es condición necesaria para mostrar actividad inhibidora de la 
butirilcolinesterasa (BuChE).  
Estudios de competición 
Para los compuestos agonistas cannabinoides que mostraron un efecto inhibidor 
hacia las enzimas BuChE y/o AChE, y con el fin de determinar el modo de inhibición de 
éstos, se realizaron estudios de competición, para estrablecer si el mecanismo de 
inhibición es de tipo competitivo, no competitivo o mixto.  
La inhibición competitiva también llamada “inhibición por afinidad” consiste en la 
competición por parte del inhibidor y del sustrato natural por el mismo centro activo de la 
encima (Fig. 37), mientras que en la inhibición no competitiva o “inhibición sin afinidad”, 
el inhibidor no se une al centro activo de la enzima sino a algún otro lugar de la misma 
(centros alostéricos) (Fig. 38). Dentro de la inhibición no competitiva, se encuentra la 
inhibición mixta, donde el inhibidor puede unirse tanto al complejo enzima-sustrato como 
a la enzima. En sentido practico, dependiendo de la orientación y disposicion del 
inhibidor, puede o no competir con el sustrato natural.  
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Figura 37. Esquema representativo del modo de inhibición competitivo. 
 
Figura 38. Esquema representativo del modo de inhibición no competitivo. 
En el caso concreto de las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa 
(BuChE), como ya se comentó en el capítulo 2, el distinto tipo de inhibición que ejercen 
los compuestos inhibidores de estas enzimas, está directamente relacionado con el sitio 
de unión de los mismos a la enzima. Así, un compuesto que interaccione con la enzima 
en el centro activo CAS, ejercerá una inhibición de tipo competitivo, mientras que una 
cinética de inhibición no competitiva indica que el compuesto se une al sitio periférico 
(PAS) sin afectar a la afinidad del sustrato natural por la enzima. Por su parte un modo 
de inhibición mixto, indica que la unión del compuesto al sitio periférico PAS, dificulta de 
algún modo la interacción del sustrato natural con elcentro catalítico de la enzima214, 215. 
Por ello, se ha llevado a cabo una evaluación del mecanismo de acción sobre ambas 
enzimas, AChE y BuChE, para los derivados sintetizados que han presentado un 
porcentaje significativo de inhibición, por medio de un análisis de su cinética127-129.  
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Las representaciones Lineweaver-Burk obtenidas tanto para los indazoles estudiados 
como para el donepezilo129, usado como compuesto de referencia, se muestran en las 
figuras 39 y 40 (BuChE y AChE, respectivamente). Así, se llevaron a cabo estudios de 
competición sobre la enzima BuChE, con los derivados 4, 10, 26, 29, 30, 31, 32, 34, 36 y 
37, para determinar el tipo de inhibición (Fig. 39). 
La representación gráfica de Lineweaver-Burk para la inhibición causada por el 
donepezilo sobre la BuChE, muestra un aumento, tanto de la pendiente como de la 
ordenada en el origen, al aumentar la concentración del inhibidor (Fig. 39). Este patrón 
indica una inhibición de tipo mixta, estando de acuerdo con resultados previos 
publicados para el donepezilo129. El significado fisico de la inhibición mixta mostrada por 
el donepezilo, sugiere que este compuesto se une a un sitio distinto del centro activo, es 
decir al sitio perifperico (PAS), pero que, de algún modo, afecta a la unión del sustrato 
natural al centro catalítico CAS. Analizando las gráficas obtenidas para los compuestos 
10 y 34 se observa que presentan un patrón de inhibición semejante al del donepezilo, 
es decir inhiben a la BuChE de un modo mixto. Por su parte, los derivados 26, 29, 30, 
31, 36 y 37 presentan un patrón de inhibición tipo competitivo. En cambio, la gráfica 
recogida en la figura 39 correspondiente a los derivados 4 y 32, indica que el tipo de 
inhibición causada por estos compuestos se realiza de un modo no competitivo, 
deduciéndose que estos derivados no compiten con el sustrato por el centro activo CAS. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Representación gráfica de Lineweaver-Burk de la inhibición de la enzima BuChE causada por el donepezilo y los derivados 4, 10, 
26, 29, 30, 31, 32, 34, 36 y 37. Actividad enzimática (v) expresada como min µM-1. 
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De una manera similar a la realizada para la BuChE, se llevaron a cabo 
estudios de competición sobre la enzima AChE de los derivados de indazol con 
actividad inhibidora de la BuChE. Por tanto, únicamente, se estudiaron los 
derivados 29 y 31 (Fig. 40), que presentan cierta actividad significativa como 
inhibidores de AChE.  
Al igual que en el caso de la butirilcolinesterasa (BuChE), en la 
representación gráfica de Lineweaver-Burk para la inhibición ejercida por el 
donepezilo sobre la acetilcolinesterasa (AChE), se observa un aumento tanto de 
la pendiente como de la intersección con en el eje X al aumentar la 
concentración del inhibidor (Fig. 40). Este patrón indica una inhibición de tipo 
mixto, concordante con los datos de la bibliografía129. El derivado 31 muestra un 
perfil similar al donepezilo, lo que demuestra el carácter mixto de su efecto 
inhibitorio mientras que el perfil del compuesto 29 muestra una inhibición de tipo 
competitiva.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Representación gráfica de Lineweaver-Burk de la inhibición de la 
enzima AChE causada por el donepezilo y los derivados 29 y 31. Actividad 
enzimática (v) expresada como min µM-1. 
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En conclusión, se han caracterizados una serie de compuestos que se 
comportan como inhibidores de la BuChE de tipo mixto (10 y 34), no competitivo 
(4 y 32) y competitivo (26, 29, 30, 31, 36 y 37). De ellos, los derivados 29 y 31 
tienen tambien actividad como inhibidores de la enzima AChE, de tipo mixto y 
competitivo, respectivamente. En la tabla 12, se resumen los tipos de inhibición 
encontrados para los compuestos sintetizados inhibidores de BuChE. 
Tabla 12: Resumen de los tipos de inhibición de los compuestos ensayados. 
N
N
O
R1
R5
CH2R3
 
NDa: No Determinado, por carecer de actividad inhibidora significativa 
 
6.3. EFECTO NEUROPROTECTOR ANTIOXIDANTE 
Para completar el estudio farmacológico de esta nueva familia de compuestos, 
se realizaron algunos ensayos adicionales para los compuestos más 
interesantes, referentes a la determinación de sus propiedades antioxidantes.  
 
Compuesto R5 R1 R3 AChE BuChE 
4 H piperidinoetilo 2-naftilo Competitivo No Competitivo 
10 NO2 piperidinoetilo 2-naftilo NDa Mixto 
26 NO2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo ND Competitivo 
29 H N-diisopropilaminoetilo 1-naftilo ND Competitivo 
30 H N-pirrodiniletilo 1-naftilo ND Competitivo 
31 H piperidinoetilo 1-naftilo Mixto Competitivo 
32 H N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo ND No Competitivo 
34 NH2 piperidinoetilo 2-naftilo ND Mixto 
36 NH2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo ND Competitivo 
37 Br piperidinoetilo 2-naftilo ND Competitivo 
donepezilo    Mixto Mixto 
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Ensayos de oxidación. Método ORAC 
Una característica deseable en fármacos con posible aplicación médica en el 
ámbito de las enfermedades neurodegenerativas, es la capacidad de ejercer un 
efecto antioxidante, ya que una de las causas que provocan y aumentan los 
daños neuronales es la existencia de daños oxidativos. Para el estudio de las 
propiedades antioxidantes de estos compuestos, se realizaron ensayos ORAC 
con el fin de determinar la capacidad de proteger las células de posibles procesos 
oxidativos. Para ello se siguió el método ORAC-FL de Ou et al.216 parcialmente 
adaptado por BMG LABTECH217 (ver parte experimental, sección 10.2).  
En este ensayo se mide la pérdida de fluorescencia de una molécula (en este 
caso, la fluoresceína) al añadir a la disolución de ensayo un agente generador de 
radicales libres (AAPH), que destruyen la molécula fluorescente, ocasionando 
una disminución de la fluorescencia observada. El proceso de pérdida de 
fluorescencia, se ve ralentizado con el uso de agentes antioxidantes, usándose 
como referencia un análogo de la vitamina E (trolox). Así, la medida de la 
fluorescencia al añadir cada uno de los compuestos a la disolución de ensayo, 
nos da un valor cuantitativo de la capacidad antioxidante de los compuestos 
ensayados en unidades de trolox.  
En la parte experimental (sección 10.2d) se explica en mayor detalle el 
procedimiento seguido. La tabla 13 recoge los resultados obtenidos en el enzayo 
de oxidación para los derivados de indazol con propiedades cannabinoides y con 
actividad como inhibidores de la butirilcolinestasa (BuChE).  
Como se puede observar en la tabla 13, la mayoría de los derivados 
seleccionados poseen propiedades antioxidantes, salvo en el caso de los 5-
nitroderivados 10 y 26. De entre todos ellos hay que destacar los compuestos 32, 
34 y 36, que añaden a sus cualidades de full agonista cannabinoide y de 
inhibición de la enzima BuChE, una muy interesante actividad antioxidante. 
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Tabla 13. Datos de oxidación, en unidades de trolox, de los compuestos 
cannabinoides inhibidores de BuChE. 
N
N
O
R1
R5
CH2R3
 
 
6.4. TOXICIDAD 
Test de Ames 
Para evaluar la toxicidad de esta familia de compuestos, se realizaron sobre 
varios compuestos, estudios de toxicidad en células mediante el Test de Ames218, 
un ensayo biológico donde, mediante la utilización de cepas de la bacteria 
Salmonella typhimurium con mutaciones en los genes implicados en la síntesis de 
histidina (His) (aminoácido esencial para su supervivencia), se pone a prueba la 
capacidad mutagénica del compuesto a ensayar, mediante la medición del 
número de colonias que sobreviven en un medio carente de His, ya que el hecho 
de que las bacterias sobrevivan en esas condiciones, se traduce en que éstas 
han mutado para poder sintetizar la histidina (His) necesaria (ver parte 
experimental, sección 10.2). Además, se realiza el mismo ensayo en un medio 
Compuesto R5 R1 R3 ORAC (unidades de trolox) 
4 H piperidinoetilo 2-naftilo 0,5 
10 NO2 piperidinoetilo 2-naftilo 0 
26 NO2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo 0 
29 H N-diisopropilaminoetilo 1-naftilo 0,82 
30 H N-pirrodiniletilo 1-naftilo 0,67 
31 H piperidinoetilo 1-naftilo 0,45 
32 H N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo 0,95 
34 NH2 piperidinoetilo 2-naftilo 0,79 
36 NH2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo 1,29 
37 Br piperidinoetilo 2-naftilo 0,29 
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donde se añade un sistema metabólico (S9mix), con el fin de analizar la 
mutagenicidad de posibles metabolitos de los compuestos.  
Los estudios se realizaron en tres derivados representativos de los indazoles 
multitarget obtenidos, como el el N1-pirrolidiniletil 30, el N1-piperidinoetil 31, y el 
5-amino 34 (ver parte experimental, sección 10.2, tabla 22). Los resultados 
negativos obtenidos tanto en el ensayo en condiciones estándar como en el 
ensayo con el sistema metabólico S9mix, indican que tanto los compuestos 
ensayados como los productos resultantes de su posible metabolismo no son 
mutagénicos.  
 
6.5. CONCLUSIONES 
Después de analizar los resultados de los estudios de farmacología realizados 
con estos compuestos, se pueden establecer las siguientes conclusiones: 
Efecto cannabinoide 
-La mayoría de los compuestos preparados, previamente diseñados mediante 
modelización en el modelo del receptor CB2, han mostrado la capacidad de 
unirse a los receptores cannabinoides.  
-Los estudios en tejido han puesto de manifiesto que los diferentes derivados 
de indazol se pueden clasificar en tres grupos de acuerdo a su comportamiento 
farmacológico: a) antagonistas, b) agonistas parciales y c) “full agonistas”. Dentro 
de este último grupo hay que destacar los derivados 4, 30, 31, 32, 34 y 36, ya que 
presentan un efecto del mismo orden que el agonista de referencia WIN55212-2.  
- En cuanto a la selectividad CB2, los compuestos 31 y 34 son los que 
presentan mayores ratios. 
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Efecto colinérgico 
- Los estudios de inhibición en AChE / BuChE han demostrado que todos los 
derivados “full agonistas” 4, 30, 31, 32, 34 y 36, son inhibidores de la enzima 
BuChE.  
- Los estudios de competición enzimática han demostrado que, dentro del 
grupo de los full agonistas, los éteres de 1-naftilindazol 30, 31 y 36 se comportan 
como inhibidores de la BuChE de tipo competitivo, el derivado 34 inhibe de una 
manera mixta y los derivados 4 y 32 lo hacen de modo no competitivo.  
- El agonista cannabinoide 31, se comporta no sólo como inhibidor de la 
enzima BuChE, sino que además presenta actividad como inhibidor de la enzima 
AChE. 
- Hay que resaltar que, los derivados 4, 32 y 34 se unen a la BuChE en el 
PAS, lo que se deduce por su tipo de inhibición no competitiva, lo que les confiere 
un interés suplementario. 
 
Efecto Neuroprotector Antioxidante 
- Todos los “full agonistas” cannabinoides inhibidores de BuChE muestran 
propiedades antioxidantes. De entre todos ellos, hay que destacar los inhibidores 
32 (no competitivo) y 36 (competitivo). Este último presenta una capacidad 
antioxidante un 29% mayor que el compuesto de referencia trolox.  
 
Toxicidad 
- Finalmente destacar que los compuestos evaluados no mostraron 
mutagenicidad de acuerdo con el test de Ames. 
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7. ESTUDIOS DE DOCKING 
7.1. ESTUDIOS DE LOS COMPLEJOS CB2R - ÉTERES DE INDAZOL.  
7.2. ESTUDIOS DE LOS COMPLEJOS BUCHE Y/O ACHE-ÉTERES DE INDAZOL.  
Complejos éteres de indazol – BuChE. 
Complejos éteres de indazol – AChE. 
7.3. CONCLUSIONES. 
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Tal y como ha sido descrito en el capítulo 4, la elección de los éteres de 
indazol como compuestos de estudio, fue realizada en base a la analogía 
tridimensional con los aminoalquilindoles (AAIs), así como a los estudios de 
anclaje con el modelo de receptor CB2. Para ello, se desarrolló un modelo 
tridimensional del receptor CB2 mediante técnicas de homología que, tras 
sucesivas modificaciones, permitió establecer una buena concordancia con los 
resultados experimentales relativos a las interacciones más importantes escritas 
en los agonistas más estudiados (WIN55212-2, JWH-015, etc) asÍ como con la 
predicción de los valores de afinidad de potenciales ligandos cannabinoides como 
los indazoles. En la tabla 14, se muestran los valores teóricos y experimentales 
de Kd obtenidos para los complejos de los éteres de indazol sintetizados y el 
receptor CB2. 
Por otra parte, los estudios farmacológicos expuestos en el capitulo anterior 
han mostrado que varios de estos derivados son agonistas CB2 e inhibidores de 
la BuChE y/o AChE. De entre ellos, cabe destacar los inhibidores de 
butirilcolinesterasa (BuChE) de tipo competitivo 26, 30, 31 y 36, de tipo no 
competitivo 4 y 32 y los inhibidores mixtos 10 y 34.  
Estos derivados se pueden considerar como compuestos líderes o hits ya que 
son ligandos multifuncionales, al presentar actividad agonista cannabinoide, 
actividad inhibitoria sobre la BuChE y capacidad antioxidante en algunos casos y 
por tanto con una gran potencialidad para el tratamiento de la enfermedad de 
Alzheimer. En la tabla 15, se resumen los datos farmacológicos más interesantes 
de estos derivados. 
Teniendo en cuenta esta información y con el fin de conocer con mayor detalle 
el modo de unión de estos compuestos, se han estudiado en mayor profundidad 
estos derivados, mediante estudios de anclaje con el modelo de receptor CB2, 
así como con las enzimas AChE y BuChE.  
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Tabla 14. Resultados obtenidos en los ensayos de desplazamiento de 
radioligando y en los estudios de docking. 
N
N
O
R2
R1
CH2R3
 
 
 
Nº R5 R1 R3 Ki CB2 exper. (μM) 
Kd CB2 teór. 
(μM) 
1 H H 4-metoxifenilo 4,49 ± 0,81 1,6 
2 H H 2-naftilo 6,83 ± 1,59 7,1 
3 H metilo 2-naftilo 10,1 ± 2,4 3,0 
4 H piperidinoetilo 2-naftilo 2,01 ± 1,47 4,0 
5 H bencilo fenilo 3,51 ± 0,09 2,3 
6 H 4-metoxibencilo 4-metoxifenilo 0,913 ± 0,230 1,9 
7 NO2 H 4-metoxifenilo 1,81 ± 0,17 1,0 
8 NO2 H 2-naftilo 5,17 ± 1,18 2,7 
9 NO2 metilo 2-naftilo 3,50 ± 2,57 1,5 
10 NO2 piperidinoetilo 2-naftilo 0,508 ± 0,130 0,6 
11 NO2 bencilo fenilo 0,388 ± 0,103 0,8 
12 NO2 bencilo 2-naftilo 0,414 ± 0,191 0,9 
18 NO2 metilo 1-naftilo 0,254 ± 0,063 0,3 
21 NO2 H 1-naftilo 0,919 ± 0,245 1,8 
22 H H 1-naftilo 0,439 ± 0,084 1,8 
23 NO2 propilo 4-metoxifenilo 0,47 ± 0,04 4,7 
24 NO2 pentilo 2-naftilo 1,37 ± 0,06 1,2 
25 NO2 morfolinoetilo 2-naftilo 0,544 ± 0,217 0,8 
26 NO2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo 0,132 ± 0,019 2,9 
27 NO2 pentilo 4-metoxifenilo 0,487 ± 0,056 2,3 
28 NO2 N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo 8,87 ± 2,16 0,7 
29 H N-diisopropilaminoetilo 1-naftilo 5,40 ± 0,90 0,5 
30 H N-pirrodiniletilo 1-naftilo 0,370 ± 0,190 2,3 
31 H piperidinoetilo 1-naftilo 0,238 ± 0,050 3,7 
32 H N-diisopropilaminoetilo 4-metoxifenilo 7,68 ± 2,00 4,0 
33 NH2 bencilo fenilo 1,65 ± 0,29 1,3 
35 NH2 propilo 2-naftilo 2,90 ± 0,70 2,2 
34 NH2 piperidinoetilo 2-naftilo 2,35 ± 1,36 1,5 
36 NH2 N-pirrodiniletilo 1-naftilo 4,64 ± 1,5 3,7 
37 Br piperidinoetilo 2-naftilo 1,81 ± 0,73 0,6 
WIN55212-2    0,036 ± 0,005 52,0 
 Tabla 15. Datos teóricos, experimentales y farmacológicos de los derivados sintetizados con propiedades de agonistas cannabinoides e 
inhibidores de butirilcolinesterasa (BuChE) (4, 10, 26, 30, 31, 32, 34, y 36). 
 
Nº Ki CB2 Exp. (μM) 
Ki CB1 Exp. 
(μM) Kd CB2 teórica 
IC50 hAChE 
(μM) 
hAChE 
Kd teór. 
IC50 hBuChE 
(μM) 
hBuChE 
Kd pred. 
Tipo de 
inhibición 
hBuChEb 
Oxidación 
(uds. 
trolox) 
4 2,01 ± 1,47 1,42 ± 0,54 6,6 x 10-6 >10 1,9 x 10-3 0,970 ± 0,015 7,2 x 10-7 NC 0,5 
10 0,508 ± 0,130 1,26 ± 0,43 0,6 x 10-6 >10 1,5 x 10-5 3,58 ± 0,10 4,4 x 10-7 M 0 
26 0,132 ± 0,019 0,618 ± 0,148 2,9 x 10-6 >25 (45)a 2,2 x 10-4 4,51 ± 1,71 3,1 x 10-7 C 0 
30 0,370 ± 0,190 0,564 ± 0,086 2,3 x 10-6 >10 3,2 x 10-4 2,830 ± 0,013 1,0 x 10-6 C 0,67 
31 0,238 ± 0,050 3,19 ±1,6 3,9 x 10-6 >10 (45,68 ± 4,91)a 6,2 x 10-7 0,810 ± 0,016 4,4 x 10-7 C 0,45 
32 7,68 ± 2,00 >40 4,0 x 10-6 >10 2,4 x 10-6 4,76 ± 0,34 3,5 x 10-6 NC 0,95 
34 2,35 ± 1,36 >40 0,7 x 10-6 >10 5,9 x 10-3 1,78 ± 0,01 4,8 x 10-7 M 0,79 
36 4,64 ± 1,5 1,13 ± 0,29 3,7 x 10-6 >25 (41%)a 3,2 x 10-4 3,03 ± 0,86 3,1 x 10-7 C 1,29 
WIN55212-2 0,007 ± 0,002 0,036 ± 0,005  5,2 x 10-5 >100 2,1 x 10-4 >100 3,6 x 10-5 M NDe 
JWH-015 0,014 ± 0,002c 0,164 ± 0,022d 7,7 x 10-5 >15 (35%)a 2,5 x 10-5 4,67 ± 0,63 8,1 x 10-6 M NDe 
a% inhibición a esa concentración; b Determinada por estudios de competición; C: Competitivo, NC: No Competitivo, M: Mixto; cReferencia123; 
dReferencia64; NDe; No Determinada; 
 
  113 
7.- DOCKING 
7.1.- ESTUDIOS DE LOS COMPLEJOS CB2R - ÉTERES DE INDAZOL.  
El estudio de docking se realizó con los derivados de indazol más 
prometedores, como son 4, 30, 31, 32, 34 y 36 y con los 5-nitroderivados 10 y 26, 
para estudiar la influencia del sustituyente, utilizando como compuesto de 
referencia el aminoalquilindol JWH-015 (tabla 15). 
 En primer lugar se construyeron los complejos con cada uno de los ligandos, 
las cadenas laterales de la proteína y el ligando. Posteriormente se minimizaron 
estos complejos empleando el campo de fuerzas MMFF94177-179 que sirvieron 
como entrada inicial para los estudios de docking que fueron realizados con el 
programa FlexiDock130, 180 implementado en el paquete de programas SYBYL 
7.2.130. 
Las interacciones clave encontradas para los compuestos 4, 10, 26, 30, 31, 32, 
34 y 36 junto con el aminoalquilindol JWH-015, se muestran en la tabla 16. El 
análisis de estos datos permite obtener información importante con el fin de 
racionalizar los resultados experimentales. 
En la figura 41 se muestra una superposición de las estructuras de los 
compuestos 4, 10, 26, 30, 31, 32, 34 y 36 y del agonista cannabinoide JWH-015. 
Se puede observar que estos derivados de indazol ocupan el mismo espacio que 
el ligando de referencia, mostrando en todos los casos interacciones similares 
con los residuos del centro activo. La diferencia más notable es el 
desplazamiento del grupo en posición R3 debido al reemplazo del grupo carbonilo 
del JWH-015 por la función éter. Probablemente este desplazamiento provoque 
un debilitamiento de la interacción aromática del compuesto con los residuos 
Phe197 y Trp258 del receptor. Como se observa en la figura, este 
desplazamiento es algo mayor para el caso de los 2-naftilderivados. 
 Tabla 16. Interacciones clave entre el receptor CB2 y los compuestos JWH015, 4, 10, 26, 30, 31, 32, 34, y 36. 
 
 Ki teor. (μM) R5 Ser112 Thr114 Thr118 Met115 Ala119 Ser161 Ser165 Val164 Phe197 Leu201 Trp258 Met265 
4 6,6 H - EH (O3) πindazol-OH - - -  VdW πindazol-π VdW πindazol-π - 
10 0,6 NO2 - EH (O3) πindazol-OH EH (R5 = NO2) 
EH 
(R5=NO2) 
EH 
(R5 = NO2) 
EH 
(R5 = NO2) VdW πindazol-π VdW πindazol-π - 
26 2,9 NO2 πAr-OH EH (O3) πndazol-OH πAr-HC 
EH 
(R5 = NO2) 
EH 
(R5=NO2) 
EH 
(R5 = NO2) 
EH 
(R5 = NO2) VdW πindazol-π VdW πindazol-π πAr-SH 
30 2,3 H - EH (O3) πindazol-OH πAr-HC - - -  VdW πindazol-π VdW πindazol-π πAr-SH 
31 3,9 H - EH (O3) πindazol-OH πAr-HC - - -  VdW πindazol-π VdW πindazol-π πAr-SH 
32 4,0 H - EH (O3) πindazol-OH - - -  VdW πindazol-π VdW - - 
34 0,7 NH2 - EH (O3) πindazol-OH  - EH (R5 = NH2)  VdW πindazol-π VdW πindazol-π* - 
36 3,7 NH2 - EH (O3) πindazol-OH πAr-HC  - 
EH 
(R5 = NH2)  VdW πindazol-π VdW πindazol-π πAr-SH 
JWH-015 77,0   EH (O=C)  πindol-SH*   EH (O=C) VdW πindol-π VdW πindol-π πAr-SH 
EH: Enlace de Hidrógeno; *distancia ligeramente superior al valor típico; en rojo los aminoácidos claves para la interacción con agonistas por 
estudios de mutagénesis; en verde los aminoácidos claves para la interacción con antagonistas por estudios de mutagénesis
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Figura 41. Superposición estructural de los éteres de indazol y JWH-015. El 
ligando cannabinoide JWH-015 esta resaltado en color verde. 
Todos los compuestos mostraron interacciones con los aminoácidos Thr114, 
Thr118, Val164, Phe197, Leu201, Trp258 y Met265 (Fig. 42). Las interacciones 
que dirigen la unión de los éteres de indazolilo con el centro activo del receptor 
CB2 son principalmente aromáticas (Phe197, Met115, Thr118) y por puente de 
hidrógeno (Ala119, Thr118). Hay que resaltar las interacciones aromáticas (π-
OH) entre los grupos OH de los residuos treonina (Thr) y serina (Ser) con los 
anillos aromáticos presentes en los derivados de indazol (Fig. 42). Otras 
interacciones que se preservan en toda la familia de compuestos son las 
interacciones hidrófobas tanto con la Val164 como con la Leu201 y del tipo π-π 
con la Phe197 (Fig. 42). Hay que destacar que los residuos Met115, Ser161, 
Val164, Phe197 y Leu201, son aminoácidos que mediante estudios de 
 
116           7.- DOCKING 
 
mutagénesis se ha comprobado que están involucrados en la unión con agonistas 
como el WIN55212-2171. 
Analizando la tabla 16 se puede concluir que, dependiendo del grupo existente 
en la posición R3, se establecen diferentes interacciones entre el ligando y la 
enzima. Así, se observa que las orientaciones de los grupos 1-naftilmetilo y 2-
naftilmetilo son distintas, estableciéndose para el primer caso interacciones 
adicionales con la Met265 (SH-Ar) y con la Thr118 (CH-πAr), que desaparecen por 
completo para el complejo con el derivado 32. Estos datos sugieren que, para 
poder establecer las interacciones necesarias con los residuos del centro activo 
de CB2R, es necesaria la existencia de un grupo aromático voluminoso en la 
posición R3. 
Los compuestos que tienen sustituyente en la posición 5, como los derivados 
10, 26, 34 y 36, dependiendo del tipo de sustituyente, presentan interacciones 
con los residuos Met115, Ala119, Ser161 y Ser165 (Fig. 42). Cuando en la 
posición R5 hay un grupo nitro (10 y 26) estos compuestos presentan cuatro 
enlaces de hidrógeno con los residuos Met115, Ala119, Ser161 y Ser165. Hay 
que mencionar que, mediante estudios de mutagénesis, se ha comprobado que 
los residuos Ser161 y Ser165 están involucrados en la unión del antagonista SR-
144,528171, 219. En el caso de los derivados 10 y 26, que se comportan como 
agonistas parciales (ver capítulo 6, figura 33), estos resultados pueden estar 
sugiriendo que la diferencia de comportamiento farmacológico de estos derivados 
(agonismo vs agonismo parcial), se podría explicar por la interacción con los 
residuos Met115, Ala119, Ser161 y Ser165.  
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Figura 42. Ejemplo de las interacciones entre a) 26 y b) 36 y el centro activo de CB2. Solo se muestra las cadenas laterales de los 
aminoácidos excepto el residuo Ala119. Los residuos en color rojo y color verde son residuos involucrados en estudios mutacionales171. 
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7.2. ESTUDIOS DE LOS COMPLEJOS BUCHE Y/O ACHE-ÉTERES DE INDAZOL.  
Dado el interesante efecto inhibidor sobre la BuChE ejercido por los derivados de 
indazol sintetizados que se comportan como agonistas cannabinoides, se ha realizado un 
estudio mediante modelización molecular de los correspondientes complejos con las 
enzimas BuChE y AChE, a fin de racionalizar los datos experimentales obtenidos. Para 
ello, se eligieron los inhibidores más representativos de cada enzima y, en este caso, 
dada la disponibilidad de la estructura cristalina de las enzimas involucradas, se utilizaron 
las estructuras 1B41131 de la AChE y 1P0I132 de la BuChE existentes en el Protein Data 
Bank. El estudio de simulación de la formación de los complejos ligando-enzima se 
efectuó mediante el programa FlexiDock. Para cada inhibidor, fue utilizada la 
conformación de menor energía de interacción para su posterior análisis. La energía de 
enlace y las interacciones entre cada inhibidor y la enzima se calcularon utilizando el 
programa Structural Thermodynamics Calculations (STC)181 y el programa Ligand Proteins 
Calculations (LPC)220, respectivamente. (vease la parte experimental, sección 10.3 para 
más detalles). 
En el capítulo 3, ya se describió el sitio activo de ambas enzimas, que se subdivide en 
varios subsitios: una tríada catalítica (CAS, Ser-His-Glu), situada en la base de la 
garganta, un subsitio aniónico (AS), un bolsillo de unión acilo (ABP) y subsitio aniónico 
periférico (PAS), situado en la desembocadura de la garganta. Las diferencias más 
importantes entre la AChE y la BuChE, respecto a los aminoácidos involucrados, se 
encuentran en el PAS y en el ABP, donde la AChE tiene residuos más voluminosos, 
existiendo restricciones tanto en el tamaño del ligando como en cuanto a su colocación. 
En la parte experimental (sección 10.3), se muestran los residuos y las interacciones clave 
encontradas para la formación del complejo ligando - enzima tanto para la BuChE como 
para AChE utilizando como ligandos 3 inhibidores característicos de cada tipo de 
inhibición existente, el propidio (inhibición competitiva) el donepezilo (inhibición mixta) y el 
edrofonio (inhibición no competitiva).  
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Complejos éteres de indazol - BuChE  
Utilizando la misma metodología que en el capítulo 3, se realizaron los estudios de los 
complejos formados con la enzima butirilcolinesterasa (BuChE, código pdb 1P0I132) y los 
ligandos 4, 10, 26, 30, 31, 32, 34 y 36. En la tabla 14, se puede distinguir la existencia 
clara de dos grupos de inhibidores en cuanto a la disposición del grupo en R3. Así, un 
grupo lo forman los 1-naftilmetilderivados 26, 30, 31 y 36, todos ellos inhibidores 
competitivos y el segundo grupo lo forman los 2-naftilderivados 4, 10 y 34, y el 4-
metoxibencilderivado 32, que muestran una cinética no competitiva, ya sea pura o mixta.  
Para realizar una exposición más clara del estudio de las interacciones existentes, se 
va a estudiar en profundidad únicamente los compuestos más interesantes. Así, por una 
parte se han elegido los derivados 4 y 32, que presentan una cinética de inhibición no 
competitiva, y el compuesto 34, que se comporta como un inhibidor mixto. Además, se ha 
elegido el derivado 31 como ejemplo de inhibidor competitivo. En la tabla 17, se recogen 
las interacciones más importantes de estos cuatro derivados con la enzima BuChE. 
Las mejores soluciones obtenidas en los estudios de anclaje de estos compuestos, 
muestran claramente que estos derivados se localizan a lo largo del túnel existente entre 
los sitios PAS y CAS de la BuChE (Fig. 43a). Visualmente, se observa que los derivados 
de indazolol estudiados, orientan el grupo aminoalquilindol de la posición en el N1 de 
dicho anillo hacia el interior de la garganta, de forma que dicho grupo se sitúa en las 
proximidades del Trp82.  
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Tabla 17. Interacciones clave entre la enzima BuChE y los compuestos 4, 31, 32 y 34. 
N
N
O
R1
R5
R3
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VdW: Van der Waals; EH: Enlace de hidrógeno  
 4 31 32 34 
Tipo de 
inhibición 
No 
Competitivo Competitivo 
No 
Competitivo Mixto 
Asn68 VdW– R3 VdW– R3 VdW– R3 VdW– R3 
Asp70  OD1-πindazol   
Trp82  π-NR1 
VdW–R1 
 VdW–R1 
Gly116 VdW–R1 VdW–R1 VdW–R1 - 
Gln119 - CO-NH-πR3 - VdW–indazol 
Thr120 - - - EH (OD1-N2) 
Glu197 VdW–R1 - VdW–R1 VdW–R1 
Ser198 - VdW–R1 - VdW–R1 
Ala277 - VdW– R3 - VdW– R3 
Ala328 - VdW–indazol - VdW–indazol 
Phe329 - π-πindazol - π-πindazol 
Tyr332 π-πindazol OHTyr-πindazol π-πindazol π-πindazol 
His438 - VdW–R1 - VdW–R1 
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Figura 43. a) Representación esquemática de los complejos de la enzima BuChE con los 
derivados 31 (ciano), 34 (verde), 4 y 32 (magenta). b) Ampliación del centro activo de la 
enzima BuChE. Se muestra un ejemplo de cada tipo de inhibición: 31 (competitivo, ciano), 
34 (mixto, verde), 4 y 32 (no competitivos, magenta). Los residuos de los diferentes 
subsitios, implicados en la interacción con los ligandos se muestran coloreados por tipo de 
átomos. 
La figura 44 muestra la disposición e interacciones del compuesto 31, ejemplo de un 
inhibidor competitivo, en el centro activo de la BuChE. El derivado 31 se posiciona en una 
conformación tal, que le permite interaccionar con el residuo Asp70 mediante una 
interacción π-aniónica entre los oxígenos carbonílicos del aminoácido y el sustituyente 1-
naftilmetilo del derivado de indazolol. Este residuo, Asp70, es clave en la modulación del 
tipo de inhibición221, ya que gracias a esta interacción el inhibidor se orienta 
adecuadamente para interaccionar con el residuo Trp82 mediante una interacción de tipo 
π-catión con el nitrógeno protonado del grupo en posición N1. Otro residuo importante en 
la formación del complejo es la Tyr332, que establece dos tipos de interacciones. Como 
se ve en la figura 44, existe, por un lado, una interacción π-π aromática con el 
Tyr332 
Asp70
Trp82
Ser 198
Glu325 
His438
PAS
CAS
Phe329 
A 
B
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sustituyente 1-naftil del derivado 31 y, por otro, una interacción π-OH con su anillo de 
indazol.  
N
N
O
N
N
Trp 82
O --O
Asp 70
HO
Tyr 332
Phe 329
OH
Ser 198
N
O Pro 285
Ala 328
interacciones aromáticas
enlaces de hidrógeno
Leyenda
interacciones π-aniónicas
interacciones de Van der 
Waals
 
Figura 44. Representación esquemática de las interacciones más importantes entre el 
compuesto 31 y la enzima BuChE.  
Estas interacciones anclan al compuesto en la orientación correcta para que los 
inhibidores competitivos, como el derivado 31, puedan interaccionar, a través de la amina 
terciaria del sustituyente en la posición N1, con el residuo del sitio aniónico Trp82 
mediante una interacción tipo π-catión y con el residuo Phe329 mediante una interacción 
π-π stacking con el anillo de indazol, de tal forma que se bloquea la entrada del sustrato 
natural, comportándose por tanto, como un inhibidor competitivo.  
La interacción del sustituyente aminoalquilo de la posición N1 del indazol con el Trp82, 
resalta la importancia de éste agrupamiento para ejercer su capacidad inhibidora, ya que 
el rol de este residuo es la orientación y estabilización del amino cuaternario, lo que 
posibilita la interacción con la tríada catalítica. La importancia de este grupo queda 
demostrada por la ausencia de actividad inhibidora de los compuestos que carecen de él 
(capítulo 6, Fig. 34). 
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Como ya se comentó antes, otras diferencias importantes entre estos derivados residen 
en la disposición del sustituyente en la posición R3. Experimentalmente se encuentra que 
los 1-naftilmetilderivados son inhibidores competitivos mientras que los compuestos 
sustituidos con un grupo 2-naftilmetilo en el oxígeno de la posición 3 se comportan como 
inhibidores no competitivos o mixtos (tabla 12).  
La diferencia en el tipo de inhibición ejercida por estos compuestos, puede ser debida a 
la distinta disposición de los grupos 2-naftilmetilo y 4-metoxibencilo que, para evitar el 
impedimento estérico causado por los residuos de Thr284 y Pro285, se colocan de forma 
distinta al grupo 1-naftilmetilo (Fig. 45). Gracias a ese movimiento del anillo, por una parte, 
aparecen 2 nuevas interacciones: un enlace de hidrógeno entre el nitrógeno del indazol y 
el residuo de Thr120 y una interacción de tipo π-CO con la Ser287, entre el grupo 
carbonilo del aminoácido y el grupo 2-naftilmetilo, y por otra parte, desaparece la 
interacción con el residuo Asp70 del PAS, tanto en el derivado 34 (Fig. 46), como en los 
derivados 4 y 32, lo que explicaría los tipos de inhibición mixta, en el caso del primero, y 
no competitiva en los otros dos.  
Esta interacción, como se ha comentado anteriormente, es la responsable de fijar la 
orientación necesaria del ligando para bloquear la entrada del sustrato natural y, su 
ausencia, provoca una mayor movilidad del ligando en la enzima, permitiendo con ello la 
entrada del sustrato natural, dando lugar a una inhibición de tipo no competitiva-mixta.
  
Figura 45. Superposición estructural de los derivados 4 (verde), 31 (magenta) y 32 (azul) en la enzima BuChE. Las interacciones claves 
están identificadas con un círculo rojo.  
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Figura 46. Representación esquemática de las interacciones de 34 en su sitio de unión con la enzima butirilcolinesterasa (BuChE). 
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Complejos éteres de indazol - AChE  
Análogamente, se procedió a analizar el modo de unión de los derivados de indazol 
para lo cual se estudiaron los derivados 5, 31 y 29. El primero de ellos, 5, corresponde 
con el derivado con mayor actividad de los compuestos obtenidos, selectivo de 
acetilcolinesterasa (AChE), mientras que los derivados 31 y 29 son ambos inhibidores 
competitivos de la enzima butirilcolinesterasa (BuChE) e inhibidores de AChE (10 μM) de 
tipo mixto y competitivo, respectivamente. Las interacciones más importantes entre la 
AChE y los compuestos 5, 31 y 29 se recogen en la tabla 18. 
Tabla 18. Interacciones clave entre la enzima AChE y los compuestos 5, 29 y 31. 
 5 29 31 
Tipo de 
inhibición 
No 
Competitivo Competitivo Mixto 
Asp74 EH OD1ASP-OR3 
- - 
EH 
Asp74-Tyr341 - EHAsp74-Tyr341-πnaftilo - 
Trp86 VdW–R3 π-πnaftilo π-πnaftilo 
Tyr124 EH OHTYR-OR3 
EH 
OHTYR-OR3 
EH 
OHTYR-OR3 
Trp286 π-πindazol π-π-R3 π-πnaftilo 
Phe295 π-πindazol - - 
Phe297 π-πindazol - - 
Tyr337 - π-πndazol - 
Tyr341 π-πndazol π-πnaftilo π-πndazol π-πindazol 
aInteracción tipo π entre el enlace de hidrógeno formado entre los dos aminoácidos 
(Asp74 y Tyr341) y el grupo 1-naftilmetilo del compuesto 29. 
 
Conviene recordar que, la garganta que une los sitios PAS y CAS de las enzimas 
BuChE y AChE, presenta distintas dimensiones en cada una de ellas, siendo mayor en el 
caso de la BuChE, ya que en su estructura carece de residuos aromáticos del subsitio 
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aniónico y del bolsillo de unión acilo que si existen en la AChE. Así, los residuos Tyr214, 
Trp286, Phe295, Tyr337 y Phe297, están reemplazados por Gln119, Ala277, Ala328, 
Leu286 y Val288 en el caso de la BuChE (Fig. 47). De esta forma, la BuChE puede 
acomodar los derivados de indazol dentro del sitio de unión, permitiendo las interacciones 
de sus grupos amino con el Trp82, mientras que en el caso de la AChE no hay espacio 
para ello. 
 
Figura 47. Superposición estructural de los sitios de unión de las enzimas AChE (residuos 
en verde) y BuChE (residuos en gris).  
Esta diferencia de dimensiones de la garganta, puede jugar un papel importante en la 
selectividad BuChE/AChE, como se pone de manifiesto en los resultados obtenidos con 
los derivados 5, 29 y 31. Los resultados de los estudios de anclaje en la AChE (Fig. 48 y 
49), muestran que los derivados más voluminosos, como 29 y 31 adoptan una 
conformación que difiere en 180º de la que adoptan en el complejo con la BuChE, es 
decir, se posicionan de tal forma que, el grupo amino está apuntando hacia fuera del 
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túnel, ya que la otra conformación hacia el interior de la garganta no es posible, debido al 
impedimento estérico ocasionado por los residuos aromáticos. 
 
Figura 48. Representación esquemática de los compuestos 5 (azul), 29 (magenta) y 31 
(verde) dentro del sitio activo de la AChE. Los residuos implicados en la unión con estos 
derivados se muestran coloreados por tipo de átomos. 
Sin embargo el derivado 5, que presenta en la posición R3 un grupo menos voluminoso 
(bencilo) en lugar del grupo naftilmetilo y en R1 un grupo aromático en lugar de un grupo 
aminoalquilo no presenta actividad inhibitoria alguna sobre la enzima BuChE, pero sí 
sobre la AChE. Esto se debe, principalmente a la interacción de tipo π−π stacking de 
estos grupos con los residuos aromáticos del bolsillo de unión acilo de la AChE, 
comportándose como un inhibidor no competitivo (Fig. 49) mientras que, en la BuChE, 
estas interacciones clave para anclar el derivado 5, no tienen lugar. 
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Figura 49. Representación esquemática de la disposición en el centro activo de la AChE 
de los derivados 5 (azul), 29 (magenta) y 31 (verde). 
 
7.3.- CONCLUSIONES  
Los resultados de los estudios de anclaje de los cannabinoides más relevantes con el 
receptor CB2 han permitido refinar dicho receptor y proponer un modelo más elaborado 
del mismo. Los resultados obtenidos correspondientes a los éteres de indazol han puesto 
de manifiesto que la unión está dirigida principalmente mediante interacciones aromáticas 
con residuos claves del receptor CB2, tanto del esqueleto de indazol como del grupo 
aromático unido al oxígeno de la posición 3, siendo bastante concluyente la naturaleza de 
este grupo. 
 
Tyr 341
Asp 74 
Trp 82 
Glu 334 
Ser 203 
Tyr 341 
Asp 74 
Trp 82
Glu 334 
Ser 203 
His 447 
Tyr 341
Asp 74 
Trp 82
Glu 334 
Ser 203 
His 447 
Tyr 124 
Tyr 124 
Tyr 337 
Tyr 337
Tyr 124a) Inhibición tipo competitiva b) Inhibición tipo mixta 
c) Inhibición no competitiva 
Tyr 337 
His 447 
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Los resultados de los estudios de anclaje de los cannabinoides más interesantes en las 
enzimas colinesterasas, han permitido conocer con mayor detalle, por un lado, el modo de 
unión de estos compuestos, y por otro, el mecanismo de inhibición sobre el sistema 
colinérgico. 
Acerca de las interacciones de los éteres de indazol con las enzima BuChE, los 
resultados teóricos obtenidos indican que, por un lado, los éteres de 1-naftilindazol 30, 31 
y 36, se colocan en el centro activo de tal forma que interaccionan con el residuo Trp82 
del CAS, dando lugar a una inhibición competitiva, mientras que los 2-naftilderivados 4 y 
34 y el compuesto 32, se disponen de distinta manera, uniéndose a la BuChE en el centro 
periférico PAS, en concordancia con los resultados experimentales obtenidos en los 
estudios cinéticos.  
Asimismo, se ha demostrado la importancia, de por un lado, la existencia del grupo 
dialquilamino en la posición 1 para la acción inhibitoria de estos compuestos sobre la 
BuChE, así como la presencia de un grupo aromático en la función éter de la posición 3. 
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8.1. INTRODUCCIÓN. 
La cristalografía de rayos X es una técnica experimental que se utiliza para la 
determinación de estructuras moleculares a resolución atómica. La resolución de 
la estructura tridimensional de proteínas mediante difracción de rayos X requiere 
de la obtención de monocristales de suficiente calidad para poder medir su 
espectro de difracción222. 
Entendemos por cristal, una red imaginaria formada por unidades elementales 
idénticas denominadas cada una de ellas celdilla unidad (Fig. 50). Dichas 
unidades elementales van a repetirse, por traslación, a lo largo de las tres 
direcciones del espacio generando así el volumen total del cristal. A su vez, esta 
celdilla unidad está formada por una unidad mínima denominada unidad 
asimétrica, tal que el contenido de la celdilla unidad es el resultado de aplicar las 
operaciones de los elementos de simetría sobre la unidad asimétrica. 
 
Figura 50. Conceptos básicos de cristalografía. 
La celdilla unidad está definida por tres ejes (a, b, c) y tres ángulos interaxiales 
(α, β, γ). La combinación de la celdilla unidad y de los elementos de simetría 
determina el grupo espacial, el cual describe el patrón de repetición por el que la 
unidad asimétrica es capaz de reproducir el empaquetamiento cristalino. Existen 
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230 grupos espaciales, de los cuales, debido a su quiralidad, solamente 65 de 
ellos son posibles para los cristales de proteína, y se encuentran recogidos en las 
Tablas Internacionales (International Tables for X-ray Crystallography). 
Principios de cristalización. 
La cristalización de proteínas consiste en un cambio de fase desde la 
macromolécula en solución acuosa a un sólido cristalino. Para lograr este cambio 
de fase, se deben encontrar aquellas condiciones de solubilidad de nuestra 
molécula en la que ambas fases, liquida y sólida, se encuentren en equilibrio. 
Esta búsqueda supone encontrar las condiciones en la que la solución de la 
proteína alcance un estado de sobresaturación y se desplace lentamente al 
estado de precipitación. Al desplazarse hacia la zona de precipitación, el exceso 
de proteína disuelta tiende a la agregación, formando pequeños núcleos que 
servirán de germen para el crecimiento de los cristales (Fig. 51). 
 
Figura 51. Diagrama de solubilidad de una proteína. 
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Este proceso de cristalización se puede dividir en dos etapas, una primera 
etapa de nucleación y una segunda etapa de crecimiento cristalino. En la primera 
etapa, el factor más importante a tener en cuenta es la velocidad a la que se llega 
al punto de saturación, siendo conveniente que ésta no sea muy elevada, ya que 
ello conduce a la formación de un número bajo de núcleos de cristalización, lo 
cual permita el crecimiento a unos pocos cristales de buen tamaño. Si superamos 
el punto de saturación con rapidez, favorecemos la formación de un elevado 
número de núcleos que generan numerosos y pequeños cristales o incluso, si la 
velocidad es excesiva, podemos producir la precipitación y/o desnaturalización de 
la proteína. 
En la segunda etapa de crecimiento, la solución de proteína tiende a volver al 
estado estable de saturación, por lo que el exceso de moléculas en solución 
tiende a incorporarse de manera ordenada sobre los núcleos de cristalización, 
dando lugar al crecimiento de los cristales. 
Las proteínas son moléculas que se caracterizan por su elevado tamaño y la 
presencia de una esfera de solvatación. Estas propiedades hacen que las 
proteínas formen celdillas generalmente grandes y den lugar a 
empaquetamientos cristalinos con grandes canales ocupados por moléculas 
desordenadas de disolvente. El elevado tamaño de la celdilla, junto con la baja 
densidad de moléculas de proteína dentro del cristal, hace que el espectro de 
difracción de estos cristales sea débil. Además del elevado porcentaje de 
disolvente que presentan estos cristales, las interacciones que se establecen 
entre las distintas moléculas para formar el cristal son débiles y, generalmente, 
escasas, lo que confiere a los cristales de la proteína una gran fragilidad que en 
ocasiones dificulta su manipulación. 
Por tanto, el primer objetivo en la resolución de la estructura de una proteína 
por difracción de rayos X es la obtención de un monocristal que tenga el mayor 
tamaño posible (mayor número de elementos dispersores) y la menor 
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mosaicidad. Este parámetro informa del orden interno que posee un cristal, 
considerándolo como la adición de micro-dominios apilados en las tres 
direcciones del espacio. Cuanto más imperfecto y desordenado sea este 
apilamiento, mayor será la mosaicidad y peor la calidad cristalina, lo que generará 
peores datos de difracción. 
Ensayos de cristalización. Búsqueda de condiciones óptimas. 
Al abordar la cristalización de una proteína nueva, se carece por completo de 
información acerca de las condiciones que van a llevar a dicha proteína al estado 
de sobresaturación antes mencionado. Así, la estrategia inicial a seguir consiste 
en probar sistemáticamente una amplia gama de condiciones en las que se 
varían todos los parámetros posibles. Para ello, se dispone de una batería con 
distintas condiciones comerciales establecidas a partir del análisis estadístico de 
las condiciones de cristalización de cientos de proteínas223, sobre las que se 
hacen los ensayos iniciales, utilizándose muy pequeños volúmenes de solución 
protéica, con el fin de gastar la mínima cantidad posible de la misma. Las 
condiciones del ensayo de precipitación varían en función sobre todo de tres 
parámetros principalmente: 
Agente precipitante. Generalmente son polímeros de diferente masa 
molecular, como el polietilenglicol (PEG) y sales. Con menor frecuencia, también 
se utilizan compuestos orgánicos como alcoholes. Además de la naturaleza del 
precipitante, también se varía la concentración del mismo. 
pH. Normalmente se trabaja en un rango de pH de entre 4,0 a 8,5, variando 
también la naturaleza del tampón utilizado. 
Solución de proteína. En cuanto a la muestra de proteína, la concentración 
de partida que suele utilizarse es del orden de 10 mg / mL. Esta concentración 
puede variar en función de la solubilidad, la estabilidad o la obtención de la 
muestra. 
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Una vez encontradas unas posibles condiciones adecuadas para la 
cristalización de la proteína a estudiar, se procede a su optimización, variando 
ligeramente los parámetros correspondientes a esa condición en particular, a fin 
de obtener el monocristal deseado. 
También se suelen introducir aditivos conocidos que facilitan una óptima 
cristalización de la proteína. Los aditivos utilizados pueden ser sales, alcoholes, 
detergentes y otras moléculas de pequeño tamaño a baja concentración. 
Recogida de datos de difracción de Rayos X. 
Una vez obtenido el cristal, se procede a la medida de su espectro de 
difracción. El montaje experimental consiste en “capturar” los cristales con un lazo 
de nylon (Fig. 52), vitrificándolo a 100 K con aire enfriado con N2 líquido, para 
después hacer incidir sobre él un haz monocromático de rayos X. 
 
Figura 52. Proceso de captura del cristal con lazo. 
Los rayos X dispersados por los electrones de las moléculas ordenadas en el 
cristal, generan máximos de difracción (dispersión cooperativa). Estos picos de 
difracción, tambien llamados reflexiones, siguen la ley de Bragg (Fig. 53), que 
relaciona el espacio entre planos atómicos (d) con el ángulo de incidencia / 
dispersión de los rayos X (θ ) y la longitud de onda de la radiación (λ). De 
acuerdo con la Ley de Bragg, la mayor resolución de difracción (la distancia d es 
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muy pequeña) se obtendrá a ángulos de dispersión θ  altos, ya que la longitud de 
onda de la radiación λ permanece constante durante el experimento. La 
intensidad de la difracción decae al aumentar el ángulo de incidencia debido a la 
mayor interferencia destructiva entre los electrones de los átomos y a la calidad 
del cristal, lo que afecta a los datos de mayor resolución. 
La dispersión de los rayos X generará un espectro de difracción que se medirá 
y digitalizará en un detector y, posteriormente, se transformará en valores de 
intensidades asociados a cada familia de planos de Bragg. El conjunto de los 
máximos de difracción constituye el “espacio recíproco”. 
 
Figura 53. Ley de Bragg. 
Convencionalmente, los rayos X se generan en tubos de alto vacío al emitir 
electrones un cátodo, los cuales son acelerados dentro de un campo eléctrico, 
bombardeando el ánodo y produciendo así la radiación. Sin embargo, en el caso 
particular de los cristales de proteína, y debido a sus especiales características, 
es necesario utilizar frecuentemente fuentes de rayos X mucho más intensas, que 
permitan obtener patrones de difracción adecuados.  
Para el estudio del receptor CB2 y debido a la complejidad de su estructura, se 
ha elegido la radiación sincrotrón, ya que es la fuente de rayos X más intensa que 
existe. El sincrotrón consta de un anillo de cientos de metros de longitud por el 
que se hacen circular electrones a velocidades cercanas a la de la luz (Fig. 54). 
Al quebrarse la trayectoria de los electrones mediante imanes, para así conseguir 
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la curvatura del anillo, se produce la emisión de una radiación muy energética y 
tangencial a la dirección seguida por los electrones, denominada radiación 
sincrotrón. La radiación emitida muestra un espectro continuo muy amplio de 
longitud de onda, en el que se encuentran incluidos los rayos X. Por tanto, la 
radiación sincrotrón tiene como ventajas fundamentales su mayor brillo y la 
posibilidad de seleccionar la longitud de onda que se desee. 
 
Figura 54. Esquema de una fuente de radiación sincrotrón. 
Procesado de datos experimentales de difracción de rayos X. 
En caso de obtener unos buenos datos experimentales de difracción de rayos 
X, el siguiente paso para obtener la estructura de la proteína es el procesado de 
los datos obtenidos. A partir del espectro de difracción, se puede obtener 
información tanto de la topología del cristal como de las dimensiones de la celdilla 
elemental. Por otro lado, la distribución de intensidades permite obtener los 
elementos de simetría del grupo espacial. Para el procesado de los datos de 
difracción se siguen los siguientes pasos: 
Caracterización del cristal. Se obtiene información sobre la geometría de la 
celdilla unidad. Este proceso se denomina “indexado” y en él se asignan a cada 
máximo de difracción unos índices hkl (Índices de Miller) que representan la 
difracción por un conjunto de planos de átomos del cristal. 
Estimación de las intensidades de los máximos de difracción. Este 
proceso tiene dos fases: la estimación de la intensidad de cada reflexión, 
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obtenida mediante la integración de las intensidades asociadas a cada elemento 
del área de cada reflexión, y el escalado de las intensidades, para el que se 
utilizan una serie de parámetros estadísticos. 
Obtención del módulo del factor de estructura F (hkl). El factor de 
estructura es la resultante de las ondas dispersadas por todos los átomos de la 
celdilla unidad en cada dirección y se obtiene a partir de la medida de las 
intensidades corregidas y escaladas de cada haz difractado con índices hkl, 
siendo la intensidad proporcional al cuadrado del módulo del factor de estructura. 
Mediante la asignación a cada máximo de los índices hkl y el cálculo del 
módulo de su factor de estructura se llega al resultado final del experimento de 
difracción. Para ello se emplean diferentes programas como MOSFLM, SCALA, 
TRUNCATE, todos ellos incluidos en el paquete informático CCP4224. 
Resolución de la estructura de la proteína. 
Para determinar la estructura tridimensional de una proteína se necesita 
obtener el mapa de densidad electrónica ρ (xyz) definido en cada punto de la 
celdilla unidad, ya que sus máximos determinan las posiciones de los átomos y, 
por tanto, la estructura tridimensional de la proteína. 
Una vez obtenidos los módulos del factor de estructura de cada reflexión, para 
obtener el mapa de densidad electrónica ρ (xyz), se necesita tanto los módulos 
|F (hkl)| de cada reflexión obtenidos previamente a partir de los datos de 
difracción como sus fases α. En el experimento de difracción se pierden éstas 
últimas, por lo que hay que recurrir a distintos métodos para solucionar este 
problema: 
Método de Patterson225. Es la transformada de Fourier de las intensidades, y 
proporciona información acerca de la orientación relativa y la longitud de cada 
vector interatómico de la estructura, tanto a nivel intramolecular como 
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intermolecular. En el caso de las proteínas, debido a la gran cantidad de vectores 
que se generan, no es suficiente para la resolución de la estructura, permitiendo, 
en combinación con otros métodos de resolución estructural de proteínas, la 
obtención de fases iniciales. 
Reemplazamiento Molecular. Este método utiliza como fases iniciales las de 
una proteína de estructura conocida que se toma como modelo. Necesita una 
similitud entre las proteínas superior al 30%. 
Reemplazamiento Múltiple Isomorfo. Consiste en la introducción de átomos 
pesados (Au, Hg, Pd, etc.) en zonas del cristal ocupadas por el solvente. 
Mediante la comparación de los espectros de difracción de la proteína nativa y del 
derivado con el átomo pesado, se pueden determinar las posiciones de los 
átomos pesados en el cristal (utilizando los mapas de Patterson), siempre y 
cuando ambos cristales sean isomorfos. 
Dispersión Anómala Múltiple. Cuando la longitud de onda de los rayos X 
está muy próxima al máximo de absorción de un elemento, la radiación absorbida 
produce un desplazamiento en la fase y la amplitud de la radiación dispersada. 
Esto genera una desigualdad en las reflexiones relacionadas por simetría 
(parejas de Friedel) que deberían ser iguales en amplitud y presentar fases 
opuestas. Sólo los átomos pesados contribuyen de forma significativa a la 
dispersión anómala, por lo que es necesario que en el cristal exista alguno. 
Además, es necesario recoger datos a tres longitudes de onda distintas 
correspondientes al máximo de absorción, al punto de inflexión de la curva de 
absorción y a una longitud de onda en la cuál la dispersión anómala sea mínima. 
Dispersión Anómala Simple. Este método está basado en la capacidad 
dispersora anómala de átomos pesados con una señal anómala muy intensa a la 
longitud de onda de medida, lo que permite resolver el problema de la fase con 
datos recogidos a una única longitud de onda.  
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8.2. CRISTALIZACIÓN DE PROTEÍNAS DE MEMBRANA.  
Introducción y antecedentes. 
Como ya se ha descrito anteriormente, el receptor cannabinoide CB2 es un 
receptor perteneciente a la superfamilia de receptores transmembranales 
acoplados a proteínas G (GPCRs). Fue clonado por vez primera en 199225 y está 
compuesto por 360 aminoácidos con un peso molecular de 39680 KDa. Su 
estructura consta de 7 hélices transmembrana unidas por bucles, siendo ésta una 
característica común a este tipo de receptores. 
La cristalización de los GPCRs conlleva una gran dificultad debido a la 
presencia de esas 7 regiones transmembrana. Las especiales características e 
interacciones que existen entre estas regiones provocan que para obtener un 
cristal ordenado de la estructura sin desnaturalizar sea necesario emular de 
alguna manera las condiciones físico-químicas existentes en la membrana 
celular. Esta dificultad se pone de manifiesto en el número tan pequeño de 
estructuras de proteína de membrana depositadas en la base de datos Protein 
Data Bank, en relación a la cantidad de estructuras proteicas totales. De hecho, 
hasta ahora, sólo 43 estructuras de receptores acoplados a proteínas G, 
incluyendo subespecies o cocristalizaciones con diferentes ligandos, han sido 
depositadas en el Protein Data Bank (parte experimental, sección 10.4, tabla 26), 
mientras que el número total de estructuras depositadas asciende a más de 
77000, lo cuál da una idea de la extrema dificultad que conlleva la cristalización 
de este tipo de proteínas. 
La cristalización de estos receptores se realizó en distintas condiciones 
especiales, que van desde la preparación de micelas mixtas, mediante la adición 
de algún agente anfipático, caso de la rhodopsina226, al empleo de muestreos de 
condiciones de cristalización basados en el método “Pi sampling”227, donde se 
utilizan surfactantes como colesterol y OTG (octil-tioglucósido), caso de los 
complejos agonista-receptor de adenosina A2A228 pasando por el uso de la técnica 
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LCP229 (“lípid cubic phase”), que consiste en la creación de una bifase continua 
cúbica a lo largo de las tres dimensiones formada por lípidos agrupados en 
micelas en disposición de red cúbica, que emula las características de la 
membrana celular, caso de la cristalización del complejo  doxepina-receptor de 
histamina H1230. 
Cristalización del recetor hCB2. Ensayos Iniciales. 
Todos los estudios experimentales se han realizado con el receptor CB2 
humano a una concentración aproximada de 8 mg / mL, en membranas 
suspendidas en una disolución 50 mM TRIS-HCl, 2,5 mM EGTA, 5mM MgCl2 y 10 
% sucrosa a un pH de 7,4. 
Se realizó un chequeo inicial con distintos screenings comerciales (PACT, 
CLITE I y II, JCSG) utilizando 250 nL de disolución precipitante y 250 nL de la 
suspensión en la que está contenida la proteína. El método elegido para estos 
primeros ensayos fue el método de gota sentada, utilizando para ello un robot de 
cristalización (Nanodrop, Innovadyne) (Fig. 55a). El seguimiento de la evolución 
de las placas se realizó a través de fotografías tomadas periódicamente a cada 
condición de ensayo a través de una plataforma robotizada de visualización y 
toma de fotografías de placas (Crystal Farm, Fig. 55b). 
         
Figura 55. a) Robot de Cristalización. b) Crystal Farm 
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En varias de estas condiciones si bien se obtuvieron cristales en forma de 
aguja o con muchos pequeños núcleos de cristalización, fueron demasiado 
pequeños para poder obtener un espectro de difracción.  
En la tabla 19 se recogen las fotos junto a las condiciones empleadas que 
condujeron a los mejores resultados. Como puede observarse, los cristales 
obtenidos en estos primeros muestreos, fueron pequeños, aunque en general con 
bastantes núcleos de precipitación, patrón característico de proteína.  
Tabla 19. Condiciones iniciales de cristalización donde se obtuvieron algún tipo 
de cristales. 
 Condiciones Foto  Condiciones Foto 
A 
 
0,05 M Tris 
pH = 8,5 
0,5 M Li2SO4 
0,005 M NiCl2 
 
B 
 
0,1 M HEPES 
pH = 7,5 
20% v/v 
Jeffamine M-600 
 
C 
0,1 M citrato 
diamónico 
20% w/v 
PEG3350  
D 
0,05 M MES 
pH = 6,5 
0,08 M (NH4)2SO4 
5% v/v 1,4-dioxano  
E 
0,1 M BICINE 
pH = 9,0 
10% v/v MPD 
 
F 
0,2 M Li2SO4 
0,05 M Tris 
pH = 8,5 
40% v/v PEG400 
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En las fotografías, se puede observar que la formaque adoptan los cristales 
obtenidos varía desde pequeños núcleos cristalinos (F), a agujas (C y E), o de 
forma estrellada (A, B, D). Si bien la calidad de los mismos no era buena, ya el 
hecho de que una proteína integral de membrana cristalizara en estos primeros 
ensayos, era una buena noticia, más si cabe teniendo en cuenta que la proteína 
se utilizó sin realizar ninguna purificación previa y utilizando para los ensayos 
condiciones comerciales estándar (ver antecedentes).  
Optimización de las condiciones de cristalización. 
Con el fin de mejorar el tamaño y la calidad de los cristales obtenidos, se 
prepararon nuevos muestreos (screenings) variando las condiciones en las que 
se habían obtenido los cristales anteriores (tabla 19). Así, variando el pH, la 
concentración de sal o el porcentaje de disolvente utilizado, se realizó un barrido 
completo alrededor de las condiciones de origen. En varios de estas nuevas 
condiciones se obtuvieron nuevamente cristales, aunque, salvo en el caso de la 
condición E (tabla 18), no se consiguió aumentar ni el tamaño ni la calidad de los 
mismos. 
A partir de la condición E (tabla 19), donde se habían obtenido muchos 
pequeños cristales en forma de aguja, aparecieron nuevamente cristales en 
distintas condiciones, de las cuales se muestran los mejores en cuanto a tamaño 
y definición en la tabla 20. Como se observa en las fotografías, las agujas que 
aparecieron en las condiciones iniciales, vuelven a aparecer en estos ensayos, a 
partir de los 10 días, pero a unas concentraciones de MPD (2-metil-2,4-
pentanodiol) mucho mayores, de entre 30 -40 % (en el ensayo inicial, la 
concentración de MPD era de 10%). El patrón de precipitación, sigue sugiriendo 
naturaleza proteínica, como se observa en la foto E2, que es una imagen de toda 
la gota, y donde se observan varias agujas / barritas de precipitado. 
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Tabla 20. Condiciones y fotos de los mejores cristales obtenidos en el proceso de 
optimización de la condición E (ver tabla 17). 
 Condiciones Foto   Condiciones Foto 
       
E1 
0,1 BICINE 
pH = 9,0 
30% v/v MPD 
 
 
E2 
0,1 BICINE 
pH = 9,0 
32% v/v MPD  
E3 
0,1 BICINE 
pH = 8,5 
32% v/v MPD 
 
 
E4 
0,1 BICINE 
pH = 8,5 
32% v/v MPD 
 
E5 
0,1 BICINE 
pH = 8,5 
32% v/v MPD 
 
 
E6 
0,1 BICINE 
pH = 8,5 
32% v/v MPD 
 
E7 
0,1 BICINE 
pH = 8,5 
36% v/v MPD 
 
 
E8 
0,1 BICINE 
pH = 8,0 
40% v/v MPD 
 
 
Las condiciones E3 - E6 son detalles ampliados de la misma gota, tomadas en 
días distintos. Como se puede observar, los cristales de las condiciones E5 y E6, 
presentan una gran polarización cuando se observan al microscopio electrónico 
usando un cristal polarizador. Ello, unido a que su aparición fue bastante posterior 
a la de los cristales de las fotografías E3 y E4, nos hicieron sospechar que no 
pertenecían a la proteína, sino a algún tipo de sal, por lo que decidimos tomar el 
patrón de difracción de alguno de ellos en el difractómetro del propio Instituto 
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Rocasolano, cuya potencia es mucho menor que la radiación sincrotrón, pero 
que, aún con estos cristales tan pequeños, permitiría discriminar el espectro de 
difracción de una sal. Efectivamente, estos cristales ofrecieron un claro patrón de 
difracción salino, con muy pocos spots que llegan a una gran resolución. Por ello, 
finalmente estos cristales no se eligieron para llevarlos al SLS (Swiss Light 
Source). Las fotos correspondientes a las condiciones E7 y E8, ofrecen unos 
cristales con un aspecto muy parecido a los de la condición E2, aunque en estos 
casos, se ha formado un único cristal de mayor tamaño, en vez de la 
polinucleación de la condición E2. En cambio, en la fotografía tomada de la 
condición E1, se observa un cristal muy bien definido y con gran polarización, por 
lo que hay que esperar a la toma de datos de difracción de rayos X, para poder 
determinar si pertenece a la proteína o a algún tipo de sal existente en la muestra 
(MgCl2). 
En vista de la aparición de cristales que pudieran pertenecer a la estructura 
protéica, se ha iniciado tambien un proceso de cocristalización, en las 
condiciones E2, de la proteína junto con uno de nuestros ligandos agonistas CB2, 
proceso que está todavía en marcha. 
8.3. RESULTADOS Y CONCLUSIONES. 
Varios de los cristales obtenidos (condiciones E3 y E4, tabla 19), fueron 
llevados al sincrotrón Swiss Light Source (SLS) en Zürich (Suiza) para ser 
irradiados con una línea de radiación monofoco de alta potencia, con el fin de 
intentar obtener un patrón de difracción de rayos X a partir de ellos. Sin embargo, 
y desgraciadamente, no fue posible obtener ningún dato de la estructura proteica. 
En cambio, algunos patrones de difracción obtenidos corresponden a algún tipo 
de sal. Esto puede ser debido tanto a la mala calidad y pequeño tamaño de los 
cristales obtenidos, lo que explicaría la ausencia de un patrón de proteína, unido 
a la posibilidad de que en el proceso de captura, vitrificación y manipulación de la 
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muestra, se pueden haber formado sales alrededor del cristal, lo que explicaría 
los patrones de sal observados. 
No obstante, existen motivos que nos inducen a pensar que los cristales 
obtenidos, o al menos parte de ellos, son cristales del receptor CB2. En primer 
lugar, en casi todos los casos, el patrón de precipitación es típico de las 
estructuras proteicas, con muchos núcleos de cristalización, mientras que los 
cristales de sal suelen ser pocos y de mayor tamaño. En segundo lugar, estos 
cristales no son fácilmente reproducibles, lo que apunta más al problema de la 
heterogeneidad de la muestra y la existencia en ella de membranas más que a 
una sal, que se encontraría a una concentración uniforme en la muestra y, por 
tanto, siempre cristalizaría en las mismas condiciones. En tercer lugar, casi todas 
las condiciones en las que se han obtenido cristales son condiciones básicas, con 
un valor de pH de entre 7 y 9. Éste pH está próximo al punto isoeléctrico (pI) 
teórico de la proteína calculado con el programa Protparam (pI = 8,52). Ésto es 
lógico, ya que el punto isoeléctrico de una proteína es aquel pH en el que con la 
contribución de todos sus aminoácidos, la proteína carece de carga, y por tanto 
su solubilidad es menor. 
Dada la extraordinaria relevancia que tendría la cristalización de una proteína 
de membrana como hCB2, se va a continuar realizando experimentos sobre los 
cristales obtenidos, enviando nuevos cristales al sincrotrón Swiss Light Source 
(SLS) correspondientes a las condiciones E4, E7 y E8 (ver tabla 20) 
En el caso de que los cristales obtenidos fueran efectivamente de hCB2 y no 
fuera posible elucidar la estructura a partir de los datos de difracción obtenidos 
con los cristales envíados al SLS, el paso siguiente sería escalar estas 
condiciones, es decir, aumentar la cantidad y/o concentración de la proteína para 
intentar conseguir unos cristales con una calidad y tamaño adecuados para 
obtener el espectro de difracción completo de rayos X de la proteína a resolución 
atómica. Otra posibilidad a tener en cuenta, sería intentar cristalizar el receptor 
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hCB2 utilizando condiciones especiales, ya comentadas en la introducción de 
este apartado, más específicas de proteínas de membrana, como la formación de 
micelas mixtas o de bifases cúbicas lipídicas. 
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Las conclusiones más relevantes del trabajo recogido en la presente Memoria, 
referida al diseño de fármacos multidiana para el tratamiento de la enfermedad de 
Alzheimer, en sus distintos aspectos tanto de diseño, sintéticos, como 
farmacológicos, se pueden resumir en los siguientes apartados: 
 
1.  La utilización de técnicas de Docking en la etapa de diseño ha permitido 
la identificación de nuevos cannabinoides derivados de indazol. Desde un 
punto de vista metodológico, se ha demostrado la utilidad de la 
quimioinformática en la identificación y caracterización de nuevos fármacos, 
ya que, con un número pequeños de compuestos sintetizados bien elegidos, 
se puede obtener la misma información que con series mucho más grandes. 
Esto disminuye considerablemente los recursos tanto materiales como de 
capital humano, con el consiguiente ahorro económico. 
 Los resultados de los estudios de anclaje tanto de los cannabinoides más 
relevantes como de los éteres de indazol, han permitido refinar el modelo 3D 
del receptor CB2 y establecer las interacciones que orientan la unión en el 
centro activo.  
Los resultados de los estudios de anclaje de los cannabinoides más 
interesantes en las enzimas colinesterasas, han permitido conocer con 
mayor detalle el lugar de unión de estos compuestos y, por tanto, el 
mecanismo de inhibición sobre el sistema colinérgico. 
2.  A nivel sintético, se han desarrollado diferentes procedimientos para la 
obtención de derivados sustituidos en N-1 y O-3. Este trabajo ha permitido la 
preparación de un conjunto representativo de éteres de indazol desde un 
punto de vista estructural. Asimismo, el estudio de la reactividad del sistema 
de 5-nitroindazol, ha proporcionado procedimientos sintéticos, entre los que 
cabe destacar la reducción del grupo nitro para dar lugar a la formación de 
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los 5-aminoderivados, a partir de los cuales es posible abordar la 
preparación de compuestos no accesibles por síntesis directa. 
3.  Desde el punto de vista farmacológico, los estudios realizados han 
permitido identificar nuevos hits multitarget que presentan, simultáneamente, 
propiedades cannabinoides y colinérgicas. Se pueden distinguir diferentes 
tipos de comportamiento, lo que confiere a esta nueva familia de 
cannabinoides, una mayor relevancia e interés farmacológico. En este 
sentido se han caracterizado nuevos fármacos derivados de éteres de 
indazol con propiedades: 
- Full agonistas cannabinoides inhibidores de la BuChE con inhibición de 
tipo mixto como el derivado 34. 
- Full agonistas cannabinoides inhibidores de la BuChE con inhibición de 
tipo no competitivo como los compuestos 4 y 32. 
- Full agonistas cannabinoides inhibidores de la BuChE con inhibición de 
tipo competitivo como los derivados 30, 31 y 36. Hay que resaltar que el 
compuesto 31 se comporta, además, como inhibidor de la AChE con una 
inhibición de tipo mixto. 
- Agonistas cannabinoides inhibidores de la BuChE con efecto antioxidante 
como el derivado 32 y, sobre todo, el compuesto 36. 
 
De acuerdo con los objetivos planteados en esta memoria y como conclusión 
final, se puede afirmar que se han identificado y preparado nuevos éteres de 
indazol, que se comportan simultáneamente como agonistas cannabinoides e 
inhibidores de BuChE, como consecuencia de la interacción en ambas dianas 
(Fig. 56).  
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Figura 56. Esquema representativo del descubrimiento de nuevos éteres de 
indazol con propiedades de agonistas cannabinoides, con actividad inhibidora 
sobre enzimas colinesterasas y propiedades antioxidantes 
 
La utilización de estos fármacos representa una nueva estrategia, descrita en 
nuestro grupo de investigación por primera vez, como tratamiento alternativo para 
la enfermedad de Alzheimer. Todos estos resultados se recogen en una patente 
PCT/ES2010/000400, siendo la primera patente descrita de derivados multidiana 
(cannabinoide, BuChE/AChE), como posible aproximación terapéutica para el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. 
Además, el trabajo de investigación presentado en esta memoria, ha dado 
lugar a la redacción de dos artículos de investigación, uno de ellos en la revista 
Current Alzheimer Research (en prensa) y otro en preparación. 
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10.1. QUÍMICA. 
a) Métodos generales. 
Todos los productos de partida utilizados en la síntesis fueron obtenidos de las 
casas comerciales Aldrich, Fluka, Acros y Alfa Aesar.  
Los puntos de fusión fueron determinados en un aparato de Reichert Jung 
Thermovar y no están corregidos. 
Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en el 
disolvente deuterado indicado en cada caso. Los espectros de 1H-RMN fueron 
registrados en condiciones estándar por un equipo Bruker AVANCE 300 (300 
MHz), Varian-INOVA 300 (300MHz) y Varian-INOVA 400 (400MHz). Los 
espectros de  13C-RMN fueron registrados por un equipo Bruker AVANCE 300 
(75 MHz). Las señales de RMN se encuentran detalladas para cada compuesto y 
fueron asignados según el esqueleto tipo de la figura 56. 
33a
4
5
6
7
7a N
N
O
R´
R´´
R 33a
4
5
6
7
7a N
N
O
R´
R
R´´
 
Figura 57. Esqueletos tipo de éter de indazolilo y 3-indazolona. 
Los análisis elementales de los compuestos se hallan en el rango de ± 0,4 
respecto de los valores teóricos calculados para las fórmulas moleculares y se 
han realizado en el laboratorio de microanálisis del Centro de Química Orgánica 
“Manuel Lora-Tamayo” con un analizador Heareus CHN-O-RAPID. 
Los análisis de HPLC-MS se realizaron en un aparato Waters, utilizando una 
columna de Surfire™ C18 3,5 μm 4,6 x 50 mm y gradientes de acetonitrilo (0,08% 
ácido fórmico) / agua (0,1% ácido fórmico) que parten de la proporción 
especificada en cada caso y acaban en 100:0. El tiempo de gradiente utilizado 
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(tg) y el tiempo de retención del producto (tr) se especifica en cada caso. Los 
picos moleculares se midieron mediante un espectrómetro de masas acoplado al 
cromatógrafo en modo electrospray (ES). 
En la purificación de los productos que requirió de separación mediante 
columna cromatográfica de media presión, se utilizó gel de sílice Merck 60 (230-
400 Mesh). Los eluyentes y las proporciones empleadas se indican en cada 
caso. 
El seguimiento de las reacciones se ha efectuado por cromatografía en capa 
fina empleando placas cromatográficas de gel de sílice tipo 60 F254 (Merck), de un 
espesor de capa de 0,2 mm y se visualizaron por luz ultravioleta (254 y 365 nm). 
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b) Síntesis 
Tabla 21. Resumen y localización de los compuestos sintetizados.  
N
N
O R3
R1
R5
 
Compuesto R5 R1 R3 página 
1 H H CH2-4-metoxifenilo 161 
2 H H CH2-2-naftilo 162 
3 H metilo CH2-2-naftilo 171 
4 H piperidinoetilo CH2-2-naftilo 171 
5 H bencilo CH2-fenilo 167 
6 H 4-metoxibencilo CH2-4-metoxifenilo 168 
7 NO2 H CH2-4-metoxifenilo 163 
8 NO2 H CH2-2-naftilo 164 
9 NO2 metilo CH2-2-naftilo 172 
10 NO2 piperidinoetilo CH2-2-naftilo 173 
11 NO2 bencilo CH2-fenilo 168 
12 NO2 bencilo CH2-2-naftilo 169 
14 NO2 H H 157 
16 NO2 metilo H 158 
17 NO2 bencilo H 159 
18 NO2 metilo CH2-1-naftilo 170 
19 NO2 CO2Et H 159 
20 H CO2Et H 160 
21 NO2 H CH2-1-naftilo 165 
22 H H CH2-1-naftilo 166 
23 NO2 propilo CH2-4-metoxifenilo 173 
24 NO2 pentilo CH2-2-naftilo 174 
25 NO2 morfolinoetilo CH2-2-naftilo 174 
26 NO2 N-pirrodiniletilo CH2-1-naftilo 175 
27 NO2 pentilo CH2-4-metoxifenilo 176 
28 NO2 N-diisopropilaminoetilo CH2-4-metoxifenilo 176 
29 H N-diisopropilaminoetilo CH2-1-naftilo 177 
30 H N-pirrodiniletilo CH2-1-naftilo 178 
31 H piperidinoetilo CH2-1-naftilo 178 
32 H N-diisopropilaminoetilo CH2-4-metoxifenilo 179 
33 NH2 bencilo CH2-fenilo 180 
34 NH2 piperidinoetilo CH2-2-naftilo 181 
35 NH2 propilo CH2-2-naftilo 181 
36 NH2 N-pirrodiniletilo CH2-1-naftilo 182 
37 Br piperidinoetilo CH2-2-naftilo 183 
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1) Preparación del compuesto 5-nitro-1H-3-indazol-ol (14). 
A una disolución de 12,00 g (59,7 mmol) de ácido 2-cloro-5-nitrobenzoico en 200 
mL de etanol se añaden 10 mL de hidrato de hidracina. Se mantiene a reflujo 
durante 7 horas. Se enfría la reacción y el sólido cristalizado se aísla por 
filtración, se lava con etanol absoluto y se seca al aire. El producto así obtenido 
se disuelve en 100 mL de H2O, se acidula con ácido acético y se aísla por 
filtración el ácido 2-hidracino-5-nitrobenzoico precipitado. Se suspende este 
producto en 1 L de H2O con 15 mL de HCl y se lleva a reflujo durante 30 minutos. 
Se deja enfríar, precipitando un sólido amarillo-anaranjado que se aísla por 
filtración. Se lava con H2O y se seca al aire. Rendimiento: 77 % (8,21 g, 45,8 
mmol) 
P.F.= 237 - 240 ºC. 1H-RMN (DMSO-d6) δ:12,35 (sa, 1H, OH); 
11,25(s, 1H, NH); 8,65 (d, 1H,); 8,10 (dd, 1H, Jo = 9 Hz, Jm= 2 
Hz, 6-H); 7,44 (d, 1H, Jo= 9 Hz, 7-H) 13C-RMN (DMSO-d6)δ: 
157,5 (C3); 143,3 (C7a); 140,2 (C5); 122,0 (C6); 118,8 (C4); 111,5 (C3a); 111,0 
(C7). Anal. (C7H5N3O3, P.M.: 179,13), % teórico (% experimental): C: 46,93 
(46,85); H: 2,81 (2,83); N: 23,46 (23,52); HPLC-MS (ES+): MeCN / H2O 10:90, tr: 
2,94, [M+H]+ = 179,7. 
 
2) Preparación de indazoles sustituidos en la posición N-1. 
Procedimiento general de obtención de 1-metilderivados. A una suspensión 
del derivado de 1H-3-indazolol correspondiente en acetona, se le añaden K2CO3 y 
yoduro de metilo. La suspensión resultante se lleva a reflujo y se mantiene con 
agitación, hasta que no se observa 3-indazolol de partida. Se lleva a sequedad, 
se añade agua básica (pH 14) y se extrae con cloroformo. Separamos la fase 
acuosa y evaporamos el disolvente de la fracción orgánica. Se redisuelve el 
sólido así obtenido en una disolución acuosa de HBr al 48%. Se mantiene la 
N
H
N
OH
O2N
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suspensión formada durante 1 hora a 140 ºC y, tras dejarla enfriar, se diluye con 
agua y se basifica con NaOH hasta pH = 14. Se extrae con cloroformo y juntamos 
la fase acuosa con la obtenida anteriormente. Acidulamos la fracción acuosa con 
HCl al 37%, precipitando así el producto deseado, que se recoge por filtración y 
se seca al aire. 
Preparación del 1-metil-5-nitro-3-indazolol (16)187. 
A partir de 1,07 g (6,0 mmol) de 5-nitro-1H–indazol-3-ol (14), 
1,1 mL (17,7 mmol) de yoduro de metilo, 1,34 g (9,66 mmol) de 
K2CO3 y 30 mL de acetona. Tiempo de Reacción: 18 horas. 
Rendimiento: 0,68 g (76%). 
P.F.= 271-273187. 270-272 ºC. 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 11,43 (sa, 1H, OH); 8,61 (d, 
1H, 4-H); 8,10 (dd, 1H, 6-H); 7,56 (d, 1H, 7-H); 3,84 (s, 3H, CH3); 13C-RMN 
(DMSO-d6) δ: 156,2 (C-3); 142,2 (C-7a); 139,7 (C-5); 121,4 (C-6); 118,5 (C-4); 
111,3 (C-3a); 109,8 (C-7); 35,2 (CH3). Anal. (C8H7N3O3, P.M.: 193,16), % 
calculado (% experimental) C: 49,74 (50,01); H: 3,65 (3,55); N: 21,75 (21,48). 
HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 5 min; tr: 3,52,[M+H]+ = 194,0. 
 
Procedimiento general de obtención de 1-bencilderivados. Se calienta una 
disolución del derivado de 3-indazolol en 5,4 mL de disolución acuosa de NaOH 
1N a 50ºC. Seguidamente se añaden 5,4 mmol del bromuro de bencilo deseado y 
la mezcla se calienta con agitación a 70 ºC hasta alcanzar pH neutro (4 horas). 
Una vez frío, se aísla por filtración el sólido obtenido y se redisuelve en 50 mL de 
disolución acusa 0,25 N de NaOH con calefacción suave. El material insoluble se 
separa por filtración sobre papel. Se acidulan las aguas madres con ácido acético 
hasta pH 6 y se aísla mediante filtración el 1-bencil-derivado. 
 
N
N
OH
O2N
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Preparación del 1-bencil-5-nitro-3-indazolol (17)193. 
A partir de 0,90 g (5,0 mmol) de 5-nitro-1H–indazol-3-ol 
(14), 0,64 mL (5,4 mmol) de bromuro de bencilo, y 5,4 mL 
de disolución acuosa 1N de NaOH. Tiempo de Reacción: 
4 horas. Rendimiento: 1,04 g (89%). 
P.F.= 251-254193. 252-254 ºC 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 11,69 (sa, 1H, OH); 8,67 (s, 
1H, 4-H); 8,14 (d, 1H, 7-H); 7,74 (dd, 1H, 6-H); 7,29-7,23 (m, 5H, Bn); 5,46 (s, 2H, 
CH2). 13C-RMN (DMSO-d6) δ: 161,8 (C-3); 142,2 (C-7a); 139,9 (C-5); 137,1 (C-2´); 
128,5 (2C, C-3´); 127,6 (C-5´); 127,4 (2C, C-4´); 121,8 (C-6); 118,7 (C-4); 112,0 
(C-3a); 110,0 (C-7); 51,5 (CH2). Anal. (C14H11N3O3, P.M.: 269,26) % calculado (% 
experimental) C: 62,45 (62,33); H: 4,12 (4,08); N: 15,61 (15,60). HPLC-MS (ES+): 
MeCN/H2O 10:90 tg: 8 min; tr: 4,51, [M+H]+ = 270,0. 
 
Procedimiento general de obtención de 1-etoxicarbonilderivados 1-
etoxicarbonil-1H-3-indazolol. A una disolución en piridina del derivado de 1H-3-
indazolol correspondiente se le añade poco a poco cloruro de etoxicarbonilo en 
exceso. Se mantiene con agitación a temperatura ambiente hasta fin de reacción. 
Una vez finalizada la reacción se vierte la misma sobre agua,se lleva a pH ácido 
(4-5) con ácido acético y se deja precipitar durante una noche. Se filtra la 
suspensión así obtenida, se lava con agua y se seca al aire. 
Preparación de 1-etoxicarbonil-5-nitro-3-indazolol (19).  
A partir de 4,96 g (27,7 mmol) de 5-nitro-1H–indazol-
3-ol (14), 3,0 mL (30,5 mmol) de cloruro de 
etoxicarbonilo y 30 mL de piridina. Tiempo de 
Reacción: 5 horas. Rendimiento: 6,50 g (94%). 
N
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P.F.=247-250 ºC; (lit. 237 – 240 ºC188) 1H-RMN (DMSO-d6) δ:12,61 (sa,1H,OH); 
8,57 (d,1H,4-H); 8,39 (dd,1H,6-H); 8,14 (d,1H,7-H); 4,43 (c,2H,3´-H); 1,77 
(t,3H,4´-H). 13C-RMN (DMSO-d6)δ: 159,1 (C-3); 150,1 (C-1´); 143,6 (C-5); 143,0 
(C-7a); 125,2 (C-6); 117,7 (C-4); 117,4 (C-3a); 115,2 (C-7); 64,1 (C-3´); 14,4 (C-
4´) Anal. (C10H9N3O5, P.M.: 251,20) % calculado (% experimental): C: 47,81 
(47,82); H: 3,61 (3,73); N: 16,73 (16,54). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 
8 min; tr: 4,10,[M+H]+ = 252,0. 
Preparación de 1-etoxicarbonil-3-indazolol (20)  
A partir de 1,32 g (9,90 mmol) de 1H-3-indazolol (15), 1,1 mL 
(11,2 mmol) de cloruro de etoxicarbonilo y 11,0 mL de piridina. 
Tiempo de Reacción: 7 horas. Rendimiento: 1,77 g (86%). 
P.F.= 201 – 203 ºC; (lit. 198 – 201 ºC188). 1H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ: 12,11 
(sa, 1H, OH); 8,03 (d, 1H, 4-H); 7,73 (d, 1H, 7-H); 7,60 (t, 1H, 5-H); 7,33 (t, 1H, 6-
H); 4,39 (c, 2H, 3´-H); 1,35 (t, 3H, 4´-H). 13C-RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ: 158,9 
(C-3); 150,5 (C-1´); 140,7 (C-7a); 130,5 (C-6); 123,8 (C-5); 120,9 (C-4); 115,7 (C-
3a); 114,5 (C-7); 63,3 (C-3´); 14,6 (C-4´); Anal. (C10H10N2O3, P.M.: 206,20) % 
calculado (% experimental): C: 58,25 (58,30); H: 4,89 (5,02); N: 13,59 (13,53). 
HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 3,73, [M+H]+ = 207,2. 
 
3) Preparación de éteres de indazol sin sustitución en la posición N-1 
(1a, 2a, 7a, 8a, 21a, 22a) y sus correspondientes 3-indazolonas 
sustituidas en  N-2 (1b ,2b, 7b, 8b, 21b, 22b). 
Procedimiento general. A una suspensión del derivado 1-etoxicarbonil-1H-3-
indazolol en el disolvente adecuado, se le añaden K2CO3, el haluro 
correspondiente y una cantidad catalítica de KI. La suspensión resultante se lleva 
a reflujo y se mantiene con agitación hasta fin de reacción. El crudo de reacción 
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se lleva a sequedad, se añade agua y se extrae con cloroformo. La fase orgánica 
se lleva a sequedad y se añade una disolución de KOH en etanol 0,4 M. Se agita 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, la disolución se 
lleva a sequedad y se purifica el producto mediante columna cromatográfica 
usando como eluyente una mezcla cloroformo : metanol (100:0 ? 50:1). Los 
tiempos de reacción, así como las condiciones y tratamientos específicos se 
describen a nivel individual para cada compuesto. 
Preparación de 3-(4-metoxibenciloxi)-1H-indazol (1a) y de 2-(4-
metoxibenciloxi)-3-indazolona (1b) 
A partir de una suspensión de 1,50 g (7,27 mmol) de 1-
etoxicarbonil-3-indazolol (20), 1,3 mL (9,0 mmol) de 
bromuro de 4-metoxibencilo y 2,20 g (16,16 mmol) de 
K2CO3 en 100 mL de butanona. Tiempo de Reacción: 1 
día. Rendimiento total: 1,01 g (80%). Rendimiento 1a: 
0,41 g (33%) Rendimiento 1b: 0,60 g (47%). 
1a 
P.F.=104-105 ºC. 1H-RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 8,86 (s, 1H, N1-H); 7,70 (d, 1H, 
4-H); 7,46 (d, 2H, 3´´-H); 7,37 (t, 1H, 5-H); 7,30 (d, 1H, 7-H); 7,08 (t, 1H, 6-H); 
6,93 (d, 2H, 4´´-H); 5,38 (s, 2H, 1´´-H); 3,83 (s, 3H, 7´´-H). 13C-RMN (300 MHz, 
CDCl3) δ: 158,7 (C-5´´) 157,6 (C-3); 142,6 (C-7a); 129,8 (2C,C-3´´); 129,1 (C-2´´); 
127,8 (C-6); 120,0 (C-5); 119,8 (C-4); 113,9 (2C,C-4´´,); 112,9 (C-3a); 109,6 (C-
7); 70,4 (C-1´´); 55,3 (C-7´´) Anal. (C15H14N2O2, P.M.: 254,28) % calculado (% 
experimental): C: 70,85 (70,57); H: 5,55 (5,41); N: 11,02 (10,91). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 5 min; tr: 4,23, [M+H]+ = 255,0. 
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1b 
P.F.= 165 - 167ºC. 1H-RMN (300 MHz, DMSO) δ: 10,26 (sa, 1H, NH); 7,66 (d, 1H, 
4-H); 7,48 (t, 1H, 5-H); 7,21 (d, 1H, 7-H); 7,20 (d, 2H, 5´´-H); 7,09 (t, 1H, 6-H); 
6,89 (d, 2H, 4´´-H); 4,91 (s, 2H, 1´´-H); 3,71 (s,3H,CH3). 13C-RMN (300 MHz, 
CDCl3) δ: 160,5 (C-3); 158,6 (C-5´´); 145,9 (C-7a); 131,3 (C-2´´); 129,1 (2C, C-
3´´); 128,7 (C-6); 122,9 (C-5); 120,1 (C-4); 117,0 (C-3a); 113,8 (2C, C-4´´); 112,1 
(C-7); 55,0 (C-1´´); 46,2 (C-7´´) HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 5 min; tr: 
3,69, [M+H]+ = 255,0. 
Preparación de 3-(2-naftilmetoxi)-1H-indazol (PGN 66) y de 2-(2-naftilmetoxi)-
1H-indazol (2b). 
A partir de una suspensión de 0,84 g (4,08 mmol) de 1-
etoxicarbonil-1H-indazol (20), 0,95 g (4,33 mmol) de 
bromuro de 2-naftilmetilo y 0,82 g (5,92 mmol) de K2CO3 
en 150 mL de dioxano. Tiempo de Reacción: 23 h. 
Rendimiento total: 1,06 g (89%). Rendimiento 2a: 0,55g 
(46 %) Rendimiento 2b: 0,51 g (43 %). 
2a 
P.F.= 114 -118 ºC. 1H-RMN (300 MHz, DMSO) δ: 11,98 (sa, 1H, N1-H); 7,65 (dd, 
1H, 4-H); 7,34 (m, 2H, 5-H, 7-H); 7,02 (td, 1H, 6-H); 8,04 – 7,50 (m, 7H, Nf); 5,56 
(s, 2H, 1´´-H). 13C-RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 155,5 (C-3); 141,7 (C-7a); 126,6 (C-
6); 119,1 (C-5); 119,0 (C-4); 111,1 (C-3a); 110,0 (C-7); 69,9 (C-1´´); 134,7; 132,7; 
132,5; 127,9; 127,7; 127,5; 127,0; 126,2; 126,0; 125,9. Anal. (C18H14N2O, P.M.: 
274,32) % calculado (% experimental): C: 78,81 (79,02); H: 5,14 (5,30); N: 10,21 
(10,42). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 5,51, [M+H]+ = 275,3. 
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2b 
P.F.= 202 - 209 ºC. 1H-RMN (300 MHz,DMSO) δ: 10,29 (sa, 1H, N1-H); 7,71 (d, 
1H, 4-H); 7,50 (t, 1H, 5-H); 7,90 -7,40 (m, 7H, Nf); 7,21 (d, 1H, 7-H); 7,12 (t, 1H, 6-
H); 5,16 (s, 2H, 1´´-H). 13C-RMN (300 MHz,CDCl3) δ: 161,3 (C-3); 146,6 (C-7a); 
128,7 (C-6); 123,5 (C-5); 121,3 (C-4); 117,5 (C-3a); 112,7 (C-7); 47,4 (C-1´´); 
134,8; 133,2; 132,8; 131,9; 128,0; 127,9; 126,8; 126,5; 126,2; HPLC-MS (ES+): 
MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 4,30, [M+H]+ = 275,3. 
Preparación de 3-(4-metoxibenciloxi)-5-nitro-1H-indazol (7a) y de 2-(4-
metoxibenciloxi)-5-nitro-3-indazolona (7b). 
A partir de una suspensión de 0,35 g (1,38 mmol) 
de 1-etoxicarbonil-5-nitro-1H-3-indazolol (19), 0,35 
mL (2.5 mmol) de bromuro de 4-metoxibencilo y 
0,26 g (1,85 mmol) de K2CO3 en 30 mL de 
butanona. Tiempo de Reacción: 1 día. Rendimiento 
total: 0,33 g (80%). Rendimiento 7a: 0,12 g (30%) 
Rendimiento 7b: 0,21 g (50%). 
7a 
P.F.= 129 – 132 ºC. 1H-RMN (300 MHz, DMSO) δ: 12,72 (sa, 1H, N1-H); 8,49 (d, 
1H, 4-H); 8,15 (dd, 1H, 6-H); 7,53 (d, 1H, 7-H); 7,47 (d, 2H, 3´´-H); 6,95 (d, 2H, 
4´´-H); 5,35 (s, 2H, 1´´-H); 3,75 (s, 3H, 7´´-H). 13C-RMN: (300 MHz, DMSO) δ: 
159,3 (C-5´´); 157,6 (C-3); 143,1 (C-7a); 140,3 (C-5); 130,0 (2C, C-3´´); 128,4 (C-
2´´); 122,0 (C-6); 117,4 (C-4); 113,8 (2C,C-4´´); 110,9 (C-7); 110,6 (C-3a); 70,3 
(C-1´´); 55,1 (C-7´´). Anal. (C15H13N3O4, P.M.: 299,28) % calculado (% 
experimental): C: 60,20 (70,57); H: 4,38 (4,49); N: 14,04 (13,97). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:100; tg: 5 min; tr: 3,91, [M+H]+ = 300,2. 
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7b 
P.F.= 138– 140 ºC. 1H-RMN (300 MHz, DMSO): 12,02 (sa, 1H, N1-H); 8,52 (d, 
1H, 4-H); 8,26 (s, 1H, 6-H); 7,35 (d, 1H, 7-H); 7,26 (d, 2H, 3´´-H); 6,90 (d, 2H, 4´´-
H); 5,04 (s, 2H, 1´´-H); 3,72 (s, 3H, 7´´-H). 13C-RMN: (300 MHz, DMSO) δ: 160,2 
(C-3); 158,4 (C-5´´); 145,6 (C-7a); 140,3 (C-5); 129,1 (2C, C-3´´); 128,0 (C-2´´); 
126,0 (C-6); 120,5 (C-4); 114,0 (2C, C-4´´); 111,9 (C-7); 111,6 (C-3a); 55,0 (C-
1´´); 46,4 (C-7´´). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 5 min; tr: 3,91, [M+H]+ = 
300,2. 
Preparación de 3-(2-naftilmetoxi)-5-nitro-1H-indazol (8a) y de 2-naftilmetil-5-
nitro-3-indazolona (8b). 
A partir de una suspensión de 1,96 g (7,81 mmol) 
de 1-etoxicarbonil-5-nitroindazol (19), 1,76 g (7,96 
mmol) de bromuro de 2-naftilmetilo y 2,56 g (18,4 
mmol) de K2CO3 en 60 mL de acetona. Tiempo de 
Reacción: 23 h. Rendimiento total: 2,12 (85%). 
Rendimiento 8a: 0,90 g (36 %); rendimiento 8b: 
1,22 g (49%) 
8a 
P.F.= 131-134 ºC. 1H-RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 9,27 (s, 1H, N1-H); 8,75 (d, 1H, 
4-H); 8,27 (dd, 1H, 6-H); 7,50 (d, 1H, 7-H); 7,98 – 7,33 (m, 7H, Nf); 5,63 (s, 2H, 
1´´-H). 13C-RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 158,8 (C-3); 143,7 (C-5); 141,7 (C-7a); 
123,1 (C-6); 118,4 (C-4); 112,3 (C-3a); 109,8 (C-7); 71,2 (C-1´´); 133,5; 133,2; 
128,4; 128,0; 127,8; 127,1; 126,3; 125,6. Anal. (C18H13N3O3, P.M.: 319,31) % 
calculado (% experimental): C: 67,71 (67,53); H: 4,10 (4,34); N: 13,16 (12,98). 
HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 5,53, [M+H]+ = 320,1. 
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8b 
P.F.= 157 - 159 ºC. 1H-RMN (300 MHz, DMSO) δ: 12,04 (sa, 1H, NH); 8,53 (d, 1H, 
4-H); 8,25 (dd, 1H, 6-H); 7,88–7,41 (m, 7H, Nf); 7,34 (d, 1H, 7-H); 5,26 (s, 2H, N2-
CH2). 13C-RMN (300 MHz, DMSO) δ: 161,3 (C-3); 146,0 (C-5); 140,5 (C-7a); 
126,2 (C-6); 120,7 (C-4); 114,4 (C-3a); 112,0 (C-7); 47,1 (N2-CH2); 133,7; 132,8; 
132,4; 128,4; 127,7; 127,6; 126,4; 125,6. HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 
min; tr: 4,42, [M+H]+ = 320,2. 
Preparación de 3-(1-naftilmetoxi)-5-nitro-1H-indazol (21a) y de 2-(1-
naftilmetil)-5-nitro-3-indazolona (21b). 
A partir de una suspensión de 0,90 g (3,58 mmol) 
de 1-etoxicarbonil-5-nitroindazol (19), 0,91 g (5,17 
mmol) de cloruro de 1-naftilmetilo y 0,72 g (5,23 
mmol) de K2CO3 en 60 mL de N,N´-
dimetilformamida. Tiempo de Reacción: 23 h. 
Rendimiento Total: 0,72g (63%). Rendimiento 21a: 
0,59 g (52 %); rendimiento 21b: 0,12 g (11%) 
21a 
P.F.= 204 - 210 ºC. 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 12,65 (as,1H, N1-H)8,48 (d, 1H, 4-H); 
7,77 (d, 1H, 7-H); 7,62 (dd, 1H, 6-H); 8,17– 7,51 (m, 7H, Nf); 5,92 (s,2H,1´´-H). 
13C-RMN (DMSO-d6) δ: 157,6 (C-3); 143,4 (C-5); 140,2 (C-7a); 121,8 (C-6); 117,4 
(C-4); 111,2 (C-7); 110,4 (C-3a); 68,9 (C-1´´); 133,3; 132,0; 131,2; 129,0; 128,5; 
127,3; 126,7; 126,0; 125,4; 123,7. Anal. (C18H13N3O3, P.M.: 319,31) % calculado 
(% experimental): C: 67,71 (67,62); H: 4,10 (4,39); N: 13,16 (12,96). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 5,74,[M+H]+ = 320,4. 
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21b 
P.F.= 212 - 213 ºC. 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 11,89 (sa, 1H, NH); 8,55 (s,1H,4-H); 
8,25 (dd,1H,6-H); 7,88–7,48 (7H,Naft); 7,33 (d, 1H, 7-H); 5,54 (s, 2H, 1´´-H). 13C-
RMN (DMSO-d6) δ: 160,1 (C-3); 146,5 (C-5); 141,0 (C-7a); 123,8 (C-6); 121,0 (C-
4); 112,5 (C-7); 102,4 (C-3a); 45,47 (N2-CH2); 133,8; 131,7; 131,1; 129,2; 129,0; 
127,7; 127,1; 126,5; 125,9. HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 15:95; tg: 8 min; tr: 
4,53,[M+H]+ = 320,4. 
Preparación de 3-(1-naftilmetoxi)-1H-indazol (22a) y de 2-(1-naftilmetoxi)-1H-
indazol (22b). 
A partir de una suspensión de 0,89 g (4,33 mmol) de 1-
etoxicarbonil-3-indazolol (20), 0,76 g (4,34 mmol) de 
cloruro de 1-naftilmetilo y 1,64 g (11,7 mmol) de K2CO3 en 
80 mL de butanona. Tiempo de Reacción: 2 días. 
Rendimiento total: 1,96 g (81%). Rendimiento 22a: 1,69 g 
(70 %). Rendimiento 22b: 0,27 g (11%) 
22a 
P.F.= 100-103 ºC. 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 12,00 (s, 1H, N1-H); 7,72 (d, 1H, 4-H); 
7,52 (d, 1H, 7-H); 7,35 (t, 1H, 5-H); 6,98 (t, 1H, 6-H); 8,15 - 7,30 (m, 7H, Nf); 5,85 
(s, 2H, 1´´-H). 13C-RMN (DMSO-d6) δ: 155,6 (C-3); 141,8 (C-7a); 127,1 (C-6); 
119,0 (2C,C-4,C-5); 111,1 (C-7); 110,1 (C-3a); 68,3 (C-1´´); 133,3; 132,5; 131,3; 
128,8; 128,5; 127,0; 126,5; 126,0; 125,4; 123,7. Anal. (C18H14N2O, P.M.: 274,32) 
% calculado (% experimental): C: 78,81 (79,07); H: 5,14 (5,35); N: 10,21 (10,43). 
HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 5,43, [M+H]+ = 275,2. 
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22b 
P.F.= 149 - 151 ºC. 1H-RMN (DMSO) δ: 10,29 (s, 1H, N1-H); 8,35 (d, 1H, 4-H); 
7,32 (t, 1H, 5-H); 7,08 (d, 1H, 7-H); 6,91 (t, 1H, 6-H); 7,96 – 7,41 (m, 7H, Naph); 
5,44 (s, 2H, CH2). 13C-RMN (DMSO-d6) δ: 160,8 (C-3); 146,2 (C-7a); 126,3 (C-6); 
122,9 (C-5); 118,7 (C-4); 115,3 (C-3a); 112,4 (C-7); 44,9 (C-1´); 133,2; 132,8; 
130,8; 130,0; 128,4; 128,1; 127,0; 125,8; 125,3; 123,7. HPLC-MS (ES+): 
MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 4,24, [M+H]+ = 275,0. 
 
4) Preparación de éteres de indazol sustituidos en la posición N-1. 
Procedimiento general de obtención de derivados de éteres de 3-indazolilo-
1-sustituidos a partir de derivados de 1H-3-indazolol (5, 6 y 11). A una 
suspensión del derivado de 1H-3-indazolol y Cs2CO3 en acetona se le añade, 
una vez alcanzado el reflujo, el haluro correspondiente en exceso. Se evapora el 
disolvente y se purifica el producto mediante columna cromatográfica, usando 
como eluyente una mezcla cloruro de metileno : hexano (1:1 ? 5:1). 
Preparación de 1-bencil-3-benciloxi-5-nitroindazol (5).  
A partir de 0,05 g (0,38 mmol) de 1H–3-indazolol (15) , 0,33 
g de Cs2CO3 (1,02 mmol), 0,215 mL (0,90 mmol) de bromuro 
de bencilo y 60 ml de acetona. Tiempo de Reacción: 2 días. 
Rendimiento: 0,74 g (62%). 
Aceite. 1H-RMN (CDCl3) δ: 7,76 (d, 1H, 4-H); 7,61 – 7,23 (m, 10H, 2Bn); 7,43 (d, 
1H, 7-H); 7,39 (t, 1H, 5-H); 7,10 (t, 1H, 6-H); 5,52 (d, 2H, 1´´-H); 5,48 (d, 2H, 1´-
H); 13C-RMN (CDCl3) δ: 156,3 (C-3); 142,1 (C-7a); 128,4 (C-6); 120,7 (C-5); 119,7 
(C-4); 113,6 (C-3a); 109,3 (C-7); 71,2 (C-1´´); 52,8 (C-1´); 137,9; 137,5; 129,0 
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(2C); 128,9 (2C); 128,6 (2C); 127,9 (2C); 127,5 (2C);. Anal. (C21H30N2O, P.M.: 
314,38) % calculado (% experimental):C: 80,23 (80,28); H: 5,77 (5,90); N: 8,91 
(8,97). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 50:95; tg: 8 min; tr: 5,41, [M+H]+ =315,1 
Preparación de 1-(4-metoxibencil)-3-(4-mexibenciloxi)indazol (6). 
A partir de 0,40 g (3,00 mmol) de 1H–3-indazolol (15), 
1,95 g de Cs2CO3 (6,00 mmol), 0,95 mL (7,0 mmol) de 
cloruro de 4-metoxibencilo y 60 ml de acetona. 
Tiempo de Reacción: 2 días. Rendimiento: 0,68 g 
(60%).  
Aceite. 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 7,65 (dd, 1H, 4-H); 7,45 (d, 2H, 3´´-H); 7,30 (t, 1H, 
5-H); 7,17 (dd, 1H, 7-H); 7,13 (d, 2H, 3´-H); 7,01 (t, 1H, 6-H); 6,91 (d, 2H, 4´´-H); 
6,81 (d, 2H, 4´-H); 5,36 (s, 2H, 1´´-H); 5,34 (s, 2H, 1´-H); 3,82 (s, 3H, 7´´-H); 3,77 
(s, 3H, 7´-CH3). 13C-RMN (DMSO-d6) δ: 159,9 (C-5´´); 159,4 (C-5´); 156,2 (C-3); 
141,9 (C-7a); 129,9 (2C,C-3´´); 129,6 (C-2´´); 129,2 (C-2´); 128,4 (2C,C-3´);127,2 
(C-6); 120,1 (C-5); 119,0 (C-4); 113,9 (2C, C-4´´); 113,8 (2C, C-4´); 113,2 (C-3a); 
108,8 (C-7); 70,4 (C-1´´); 55,3 (C-7´´); 55,2 (C-7´); 51,9 (C-1´). Anal. 
(C23H22N2O3, P.M.: 374,43) % calculado (% experimental): C: 73,78 (73,93); H: 
5,92 (6,10); N: 7,48 (7,59). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 20:100; tg: 20 min; 
tr:15,18, [M+H]+ = 375,14. 
Preparación de 1-bencil-3-benciloxi-5-nitroindazol (11).  
A partir de 0,33 g (1,85 mmol) de 5-nitro-1H–3-
indazolol (14), 1,32 g de K2CO3 (14,05 mmol), 0,7 mL 
(4,00 mmol) de bromuro de bencilo y 60 ml de acetona. 
Tiempo de Reacción: 3 días. Rendimiento: 0,51 g 
(76%). 
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P.F.= 133-135 (1-propanol)193; 129 – 132 °C (2-propanol). 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 
8,53 (d, 1H, 4-H); 8,21 (dd, 1H, 6-H); 7,82 (d, 1H, 7-H); 7,54 – 7,20 (m, 10H, 
2Bn); 5,56 (s, 2H, 1´´-H); 5,44 (s, 2H, 1´H). 13C-RMN (DMSO-d6) δ: 157,2 (C-3); 
143,0 (C-7a); 141,0 (C-5); 122,8 (C-6); 118,0 (C-4); 111,6 (C-3a); 110,8 (C-7); 
71,0 (C-1´´); 52,2 (C-1´); 136,9; 136,2; 128,6 (2C); 128,4 (2C); 128,2 (2C); 128,1; 
127,6; 127,3 (2C). Anal. (C21H17N3O3, P.M.: 359,38) % calculado (% 
experimental): C: 70,18 (69,97); H: 4,77 (4,70); N: 11,69 (11,65). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 6,10, [M+H]+ =360,2. 
 
Procedimiento general de obtención de derivados de éteres de 3-indazolilo-
1-sustituidos a partir de derivados de 3-indazolol sustituidos en la posición 
1 (12 y 18). A una suspensión del derivado de 3-indazol sustituido en la posición 
1 y K2CO3 en butanona se le añade el haluro correspondiente. Una vez finalizada 
la reacción, se deja enfriar y se filtra para eliminar las sales inorgánicas existentes 
en el medio. Se evapora el disolvente y se purifica el producto mediante columna 
cromatográfica utilizando el eluyente adecuado o mediante recristalización. Los 
tiempos de reacción, así como las condiciones y tratamientos específicos se 
describen a nivel individual para cada compuesto. 
Preparación de 1-bencil-3-naftilmetoxi-5-nitroindazol (12).  
A una suspensión de 0,29 g (1,07 mmol) de 1-
bencil-5-nitro-3-indazolol (17) y 0,65 g de Cs2CO3 
(2,00 mmol), en 60 ml de acetona se le añaden 0,25 
g (1,12 mmol) de bromuro de 2-naftilmetilo. Una vez 
finalizada la reacción,se deja enfriar y se filtra para eliminar las sales inorgánicas 
existentes en el medio. Se evapora el disolvente y se purifica el producto 
mediante recristalización de 2-propanol. Tiempo de Reacción: 3 días. 
Rendimiento: 0,20 g (45%).  
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P.F.= 100 - 103 °C (2-propanol). 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 8,60 (d, 1H, 4-H); 8,22 
(dd, 1H, 6-H); 7,83 (d, 1H, 7-H); 8,09 – 7,21 (m, 12H, Nf, y Bn); 5,62 (s, 2H, 1´´-
H); 5,56 (s, 2H, 1´-H). 13C-RMN (DMSO-d6) δ: 156,8 (C-3); 142,6 (C-7a); 140,6 
(C-5); 122,4 (C-6); 117,7 (C-4); 112,8 (C-3a); 108,6 (C-7); 70,7 (C-1´´); 51,8 (C-
1´); 136,8; 133,8; 132,7; 132,6; 128,5 (2C); 128,0; 127,9; 127,6; 127,5; 127,3 
(2C); 127,0; 126,3; 126,0. Anal. (C25H19N3O3, P.M.: 409,44) % calculado (% 
experimental): C: 73,34 (73,10); H: 4,68 (4,95); N: 10,26 (10,02). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 6,40, [M+H]+ = 410,3. 
Preparación de 1-metil-3-(1-naftilmetoxi)-5-nitroindazol (18). 
A partir de 0,06 g (0,19 mmol) de 1-metil-5-nitro-3-
indazolol (16), 1,212 g de K2CO3 (8,76 mmol), 0,1 mL 
(1,6 mmol) de yoduro de metilo y 60 ml de butanona. 
La elución del producto en la columna cromatográfica se realizó con la mezcla de 
disolventes cloruro de metileno : hexano (1:1 ? 5:1). Tiempo de Reacción: 24 
horas. Rendimiento: 0,04 g (67%). 
P.F.= 152 – 155 °C. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,64 (d, 1H, 4-H); 8,24 (dd, 1H, 6-H); 7,56 
(d, 1H, 7-H); 8,15 – 7,23 (m, 7H, Nf); 5,89 (s, 2H, O-CH2); 3,99 (s, 3H, N1-CH3) 
13C-RMN (CDCl3) δ: 157,5 (C-3); 143,0 (C-7a); 140,8 (C-5); 122,6 (C-6); 118,7 (C-
4); 112,0 (C-3a); 108,5 (C-7); 69,5 (C-1´´); 35,6 (C-1´); 133,8; 131,7; 131,6; 129,4; 
128,7; 127,8; 126,6; 126,0; 125,3. Anal. (C19H15N3O3, P.M.: 333,34) % calculado 
(% experimental) C: 68,46 (68,71); H: 4,36 (4,56); N: 12,61 (12,45). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:90 tg: 8 min; tr: 6,00, [M+H]+ = 334,1. 
 
Procedimiento general de obtención de derivados de éteres de 3-indazolilo-
1-sustituidos a partir de derivados de éteres de 1H-indazolilo (3, 4, 9, 10, 23-
32). A una suspensión del derivado de éter de 1H-indazolilo correspondiente y 
K2CO3 en butanona se le añade el haluro correspondiente. Una vez frío, se filtra 
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para eliminar las sales existentes en el medio, evapora el disolvente y se purifica 
el producto mediante columna cromatográfica utilizando el eluyente adecuado o 
mediante recristalización. Los tiempos de reacción, así como las condiciones y 
tratamientos específicos se describen a nivel individual para cada compuesto. 
Preparación de 1-metil-3-(2-naftilmetoxi)-indazol (3). 
A partir de 0,30 g (0,38 mmol) de 3-(2-naftilmetoxi)-
indazol (2a), 1,16 g de K2CO3 (8,4 mmol), 0,2 mL (3,2 
mmol) de yoduro de metilo y 20 ml de butanona. La 
elución del producto en la columna cromatográfica se 
realizó con la mezcla de disolventes cloruro de metileno : hexano (1 : 2 ? 2 : 1) 
Tiempo de Reacción: 1 día. Rendimiento: 0,06 g (0,20 mmol) (52%). 
Aceite. 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 7,66 (dt, 1H, 4-H); 7,49 (dt, 1H, 7-H); 7,39 (td, 1H, 7-
H); 7,04 (td, 1H, 6-H); 8,06-7,52 (m, 7H, Nf); 5,55 (s, 2H, O-CH2); 3,87 (s, 3H, CH3). 
13C-RMN (CDCl3) δ: 155,6 (C-3); 142,0 (C-7a); 126,8 (C-6); 120,1 (C-5); 118,9 (C-
4); 112,5 (C-3a); 108,5 (C-7); 70,7 (C-1´´); 35,1 (C-1´); 134,5; 133,3; 133,1; 128,2; 
128,1; 127,7; 127,3; 126,1; 126,0; 125,8. Anal. (C19H16N2O, P.M.: 288,34) % 
calculado (% experimental) C: 79,14 (78,96); H: 5,59 (5,48); N: 9,72 (9,81). HPLC-
MS (ES+): MeCN/H2O 10:90,m tr: 6,03,[M+H]+ = 289,3 
Preparación de 3-(2-naftilmetoxi)-1-(2-piperidinoetil)indazol (4). 
A partir de 0,30 g (1,11 mmol) de 3-(2-naftilmetoxi)-
indazol (2a), 0,62 g de K2CO3 (4,49 mmol), 0,20 g (1,10 
mmol) de hidrocloruro de 1-(2-cloroetil)piperidina y 60 
ml de butanona. La elución del producto en la columna 
cromatográfica se realizó con la mezcla de disolventes cloruro de metileno : 
metanol (100 : 0 ? 30 : 1) Tiempo de Reacción: 1 día. Rendimiento: 0,27 g 
(64%). 
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Aceite. 1H-RMN (CDCl3) δ: 7,68 (dd, 1H, 4-H); 7,35 (t, 1H, 5-H); 7,27 (dd, 1H, 7-
H); 7,02 (t, 1H, 6-H); 7,98 - 7,25 (m, 7H, Nf); 5,59 (s, 2H, 1´´-H); 4,35 (t, 2H, 1´-
H); 2,79 (t, 2H, 2´-H); 2,46 (d, 4H, 4´-H); 1,55 (d, 4H, 5´-H); 1,41 (d, 2H, 6´-H). 
13C-RMN (CDCl3) δ: 155,6 (C-3); 141,6 (C-7a); 127,0 (C-6); 120,1 (C-5); 119,0 
(C-4); 112,6 (C-3a); 108,7 (C-7); 70,7 (C-1´´); 57,7 (C-1´); 54,7 (2C, C-4´); 46,3 
(C-2´); 25,8 (2C, C-5´); 24,1 (C-6´); 134,6; 133,3; 133,1; 128,1; 128,0; 127,7; 
127,2; 126,1; 126,0; 125,9. Anal. (C25H27N3O, P.M.: 385,50) % calculado (% 
experimental): C: 77,89 (77,68); H: 7,06 (7,00); N: 10,90 (11,08). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 5 min; tr: 3,54, [M+H]+ = 386,3. 
Preparación y obtención de 1-metil-3-(2-naftilmetoxi)-5-nitroindazol (9). 
A partir de 0,15 g (3,93 mmol) de 3-(2-
naftilmetoxi)-5-nitroindazol (8a), 2,57 g de K2CO3 
(18,57 mmol), 0,90 g (4,01 mmol) de yoduro de 
metilo y 60 ml de butanona. La elución del producto en la columna cromatográfica 
se realizó con la mezcla de disolventes cloruro de metileno : hexano (1:1 ? 5:1). 
Tiempo de Reacción: 24 horas. Rendimiento: 0,10 g (58%). 
P.F.= 130 – 133 °C. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,72 (d, 1H, 4-H); 8,24 (dd, 1H, 6-H); 7,52 
(d, 1H, 7-H); 7,98 – 7,23 (m, 7H, Nf); 5,60 (s, 2H, CH2); 3,95 (s, 3H, CH3) 13C-
RMN (CDCl3) δ: 157,5 (C-3); 143,0 (C-7a); 140,9 (C-5); 122,6 (C-6); 118,7 (C-4); 
112,0 (C-3a); 108,5 (C-7); 71,2 (C-1´´); 35,6 (C-1´); 133,6; 133,2; 128,4; 128,0; 
127,8; 127,1; 126,4; 126,3; 125,7. Anal. (C19H15N3O3, P.M.: 333,34) % calculado 
(% experimental) C: 68,46 (68,39); H: 4,36 (4,56); N: 12,61 (12,38). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 6,02, [M+H]+ = 334,1. 
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Preparación de 3-(2-naftilmetoxi)–5–nitro-1-(2-piperidinoetil)-indazol (10). 
A partir de 0,21 g (0,67 mmol) de 3-(2-
naftilmetoxi)-5-nitroindazol (8a), 0,65 g de K2CO3 
(4,71 mmol), 0,13 g (0,67 mmol) de hidrocloruro de 
1-(2-cloroetil)piperidina y 60 ml de butanona. El 
sólido obtenido se purifica mediante recristalización en 2-propanol. Tiempo de 
Reacción: 72 horas. Rendimiento: 0,17 g (60%).  
P.F.= 83 - 86 °C. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,70 (d, 1H, 4-H); 8,22 (dd, 1H, 6-H); 7,28 
(d, 1H, 7-H); 7,98 – 7,49 (m, 7H, Nf); 5,60 (s, 2H, 1´´-H); 4,32 (t, 2H, 1´-H); 2,77 
(t, 2H, 2´-H); 2,39 (d, 4H, 4´-H); 1,48 (d, 4H, 5´-H); 1,39 (d, 2H, 6´-H). 13C-RMN 
(CDCl3) δ: 157,5 (C-3); 143,1 (C-7a); 140,8 (C-5); 122,3 (C-6); 118,6 (C-4); 112,0 
(C-3a); 109,0 (C-7); 71,2 (C-1´´); 57,8,(C-1´); 54,7 (2C,C-4´); 46,3 (C-2´); 25,8 
(2C, C-5´); 24,1 (C-6´); 133,7; 133,2; 128,3; 128,0; 127,7; 127,2; 126,3; 126,2; 
125,8. Anal. (C25H26N4O3, P.M.: 430,50) % calculado (% experimental): C: 69,75 
(69,58); H: 6,09 (5,94); N: 13,01 (12,99). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 5:95; tg: 
20 min; tr: 12,54, [M+H]+ = 431,2. 
Preparación y obtención de 3-(2-naftilmetoxi)-5-nitro-1-propilindazol (23). 
A partir de 0,17 g (0,52 mmol) de 3-(2-
naftilmetoxi)-5-nitroindazol (8a), 0,35 g de K2CO3 
(2,53 mmol), 0,1 mL (1,02 mmol) de yoduro de 
propilo y 30 ml de butanona. La purificación se 
realiza mediante recristalización de 2-propanol.. Tiempo de Reacción: 2 días. 
Rendimiento: 0,11 g (55%). 
P.F.= 95 – 97 °C. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,71 (d,1H,4-H); 8,22 (dd,1H,6-H); 7,24 
(d,1H,7-H); 7,99 – 7,48 (m, 7H, Nf); 5,61 (s, 2H, 1´´-H); 4,19 (t, 2H, 1´-H); 1,94 (q, 
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2H, 2´-H); 0,92 (t,3H,3´-H). 13C-RMN (CDCl3) δ: 157,8 (C-3); 142,1 (C-7a); 141,1 
(C-5); 122,8 (C-6); 119,2 (C-4); 112,3 (C-3a); 108,9 (C-7); 71,5 (C-1´´); 50,9 (C-
1´); 23,4 (C-2´); 11,7 (C-3´); 134,1; 133,6; 128,7; 128,4; 128,1; 127,6; 126,7; 
126,6; 126,2. Anal. (C21H19N3O3, P.M.: 361,39) % calculado (% experimental): C: 
69,79 (69,65); H: 5,30 (5,44); N: 11,63 (11,48). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 15-
95; tg: 8 min; tr: 6.91, [M+H]+ = 362,4 
Preparación y obtención de 3-(2-naftilmetoxi)-5-nitro-1-pentilindazol (24). 
A partir de 0,21 g (0,67 mmol) de 3-(2-naftilmetoxi)-
5-nitroindazol (8a), 0,39 g (2,82 mmol) de K2CO3, 
0,1 mL (0,77 mmol) de yoduro de pentilo y 60 ml de 
acetona. La elución del producto en la columna 
cromatográfica se realizó con la mezcla de disolventes cloruro de metileno : 
hexano (1:1 ? 5:1). Tiempo de Reacción: 5 días. Rendimiento: 0,10 g (58%). 
P.F.= 83 - 84 °C. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,71 (d, 1H, 4-H); 8,22 (dd, 1H, 6-H); 7,99 – 
7,49 (m, 7H, Nf); 7,24 (d, 1H, 7-H); 5,61 (s, 2H, 1´´-H); 4,21 (t, 2H, 1´-H); 1,90 (q, 
2H, 2´-H); 1,30 (m, 4H, 3´y 4´-H); 0,87 (t, 3H, 5´-H). 13C-RMN (CDCl3) δ: 157,4 (C-
3); 142,5 (C-7a); 140,8 (C-5); 122,4 (C-6); 118,8 (C-4); 111,9 (C-3a); 108,5 (C-7); 
71,2 (C-1´´); 49,0 (C-1´); 29,3 (C-2´); 28,9 (C-3´); 22,3 (C-4´); 13,9 (C-5´); 133,7; 
133,2; 128,4; 128,0; 127,8; 127,2; 126,3; 126,2; 125,8. Anal. (C19H15N3O3, P.M.: 
383,45) % calculado (% experimental): C: 70,93 (71,12); H: 5,95 (5,65); N: 10,79 
(10,67). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 8 min; tr: 7,44, [M+H]+ = 390,4. 
Preparación de 1-(2-morfolinoetil)-3-(2-naftilmetoxi)–5–nitroindazol (25). 
A partir de 0,09 g (0,27 mmol) de 3-(2-naftilmetoxi)-
5-nitroindazol (8a), 0,10 g de K2CO3 (0,73 mmol), 
0,06 g (0,31 mmol) de hidrocloruro de 1-(2-
cloroetil)morfolina y 30 ml de butanona. El sólido 
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obtenido se purifica mediante recristalización en 2-propanol. Tiempo de 
Reacción: 96 horas. Rendimiento: 0,11 g (93%).  
P.F.= 104 - 106 °C. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,71 (d, 1H, 4-H); 8,23 (dd, 1H, 6-H); 7,28 
(d, 1H, 7-H); 7,98 – 7,49 (m, 7H, Nf); 5,60 (s, 2H, 1´´-H); 4,34 (t, 2H, 1´-H); 3,58 
(d, 4H, 4´-H); 2,82 (t, 2H, 2´-H); 2,43 (d, 4H, 5´-H); 1,39 (d, 2H, 6´-H). 13C-RMN 
(CDCl3) δ: 157,5 (C-3); 143,1 (C-5); 140,9 (C-7a); 122,5 (C-6); 118,7 (C-4); 112,1 
(C-3a); 108,8 (C-7); 71,2 (C-1´´); 66,8 (2C,C-4´); 57,3 (C-1´); 53,7 (2C,C-5´); 46,7 
(C-2´); 24,1 (C-6´); 133,6; 133,2; 128,4; 128,0; 127,7; 127,2; 126,4; 126,3; 125,7. 
Anal. (C24H24N4O4, P.M.: 432,47) % calculado (% experimental): C: 66,65 
(66,38); H: 5,59 (5,46); N: 12,96 (13,12). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:100; tg: 
5 min; 3,62, [M+H]+ = 433,15. 
Preparación de 3-(1-naftilmetoxi)-5-nitro-1-(2-pirrolidinoetil)indazol (26).  
A una suspensión de 0,20 g (0,62 mmol) de 3-(1-
naftilmetoxi)-5-nitroindazol (21a) y 0,28 g (2,00 mmol) 
de K2CO3 en 60 mL de butanona, se le añaden 0,17 
g (1,00 mmol) de hidrocloruro de 1-(2-
cloroetil)pirrolidina. Se elimina el disolvente y se 
purifica el producto mediante columna cromatográfica utilizando como eluyente la 
mezcla de disolventes cloruro de metileno : MeOH (1 : 0 ? 30 : 1) Tiempo de 
Reacción: 60 horas. Rendimiento: 0,20 g (76%). 
Aceite. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,64 (d, 1H, 4-H); 8,29 (dd, 1H, 6-H); 8,18 (dd, 1H, 
9´´-H); 7,51 (d, 1H, 7-H); 7,93 – 7,58 (m, 6H, Nf); 5,91 (s, 2H, 1´´-H); 4,84 (t, 2H, 
1´-H); 3,49 (s, 2H, 2´-H); 2,84 (m, 4H, 4´-H); 1,91 (m, 4H, 5´-H). 13C-RMN (CDCl3) 
δ: 158,4 (C-3); 143,85 (C-7a); 142,1 (C-5); 123,9 (C-6); 118,8 (C-4); 112,2 (C-7); 
110,2 (C3a); 69,9 (C-1´); 54,3 (2C, C-4´); 53,9 (C-1´); 45,8 (C-2´); 23,7 (2C, C-5´). 
Anal. (C24H24N4O3, P.M.: 416,48) % calculado. (% experimental) C: 69.21 
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(68,93); H: 5.81 (5,98); N: 13,45 (13,35). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 15:95; tg: 5 
min; tr: 3,28, [M+H]+ = 417,4. 
 
Preparación de 3-(4-metoxibenciloxi)-5-nitro-1-pentilindazol (27). 
A una suspensión de 0,21 g (0,71 mmol) de 3-(4-
metoxibenciloxi)-5-nitroindazol (23a) y 0,62 g (4,50 
mmol) de K2CO3 en 60 mL de butanona, se le 
añaden 0,15 g (1,14 mmol) de yoduro de pentilo. 
Se purifica el producto mediante columna cromatográfica utilizando como 
eluyente la mezcla de disolventes cloruro de metileno : hexano (1:1 ? 5:1). 
Tiempo de Reacción: 72 horas. Rendimiento: 0,07 g (28%). 
P.F.= 78 - 80 °C. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,66 (d, 1H, 4-H); 8,20 (dd, 1H, 6-H); 7,45 
(d, 2H, 3´´-H); 7,23 (d, 1H, 7-H); 6,93 (d, 2H, 4´´-H); 5,36 (s, 2H, 1´´-H); 4,20 (t, 
2H, 1´-H); 3,83 (s, 3H, 7´´-H); 1,89 (q, 2H, 2´-H); 1,30 (m, 4H, 3´y 4´-H); 0,88 (t, 
3H, 5´-H). 13C-RMN (CDCl3) δ: 159,8 (C-5´´); 157,5 (C-3); 142,5 (C-7a); 140,7 (C-
5); 130,1 (2C, C-3´´); 128,4 (C-2´´); 122,4 (C-6); 118,8 (C-4); 113,9 (2C, C-4´´); 
112,0 (C-3a); 108,4 (C-7); 70,9 (C-1´´); 55,31 (C-7´´); 48,9 (C-1´); 29,3 (C-2´); 
28,9 (C-3´); 22,3 (C-4´); 13,9 (C-5´). Anal. (C20H23N3O4, P.M.: 369,42) % 
calculado (% experimental): C: 65,03 (65,40); H: 6,28 (6,07); N: 11,37 (11,15). 
HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 20:100; tg: 20 min; tr: 16,89, [M+H]+ = 370,3 
Preparación de 3-(4-metoxibenciloxi)-5-nitro-1-(2-diisopropilaminoetil) 
indazol (28). 
A una suspensión de 0,10 g (0,33 mmol) de 3-(4-
metoxibenciloxi)-5-nitroindazol (23a).y 0,13 g (0,90 
mmol) de K2CO3 en 60 mL de butanona, se le 
añaden 0,07 g (0,33 mmol) de hidrocloruro de 1-(2-
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cloroetil)diisopropilamina. Se evapora el disolvente, se añade agua y se extrae 
con éter etilico. Se elimina el disolvente,y se purifica el producto mediante 
recristalización de 2-propanol / agua. Tiempo de Reacción: 6 horas. Rendimiento: 
0,12 g (82%) 
P.F.= 83-85 ºC. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,63 (d, 1H, 4-H); 8,18 (dd, 1H, 6-H); 7,47 (d, 
2H, 3´´-H); 7,27 (d, 1H, 7-H); 6,93 (d, 2H, 4´´-H); 5,37 (s, 2H, 1´´-H); 4,17 (t, 2H, 
1´-H); 3,83 (s, 3H, 7´´-H); 2,95 (m, 2H, 4´-H); 2,85 (t, 2H, 2´-H); 0,91 (d, 12H, 5´-
H). 13C-RMN (CDCl3) δ: 160,2 (C-5´´); 158,0 (C-3); 142,5 (C-7a); 140,7 (C-5); 
130,1 (2C, C-3´´); 129,4 (C-2´´); 122,6 (C-6); 119,1 (C-4); 114,4 (2C, C-4´´); 
112,2 (C-3a); 109,5 (C-7); 70,9 (C-1´´); 55,3 (C-7´´); 50,5 (2C, C-4´); 48,9 (C-1´); 
44,9 (C-2´); 20,8 (4C, C-5´). Anal. (C23H30N4O4, P.M.: 426,51) % calculado (% 
experimental): C: 64,77 (64,53); H: 7,09 (6,98); N: 13,14 (12,99). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 5 min; tr: 3,36, [M+H]+ = 427,3. 
Preparación de 3-(1-naftilmetoxi)-1-(2-diisopropilaminoetil) indazol (29). 
A una suspensión de 0,15 g (0,54 mmol) de 3-(1-
naftilmetoxi)-indazol (22a) y 0,39 g (2,82 mmol) de K2CO3 
en 60 mL de butanona se le añaden 0,12 g (0,59 mmol) 
de hidrocloruro de 1-(2-cloroetil)diisopropilamina. La 
purificación del producto se realiza mediante columna 
cromatográfica utilizando como eluyente la mezcla de disolventes cloruro de 
metileno: metanol (100 : 0 ? 30 : 1). Tiempo de Reacción: 24 h. Rendimiento: 
0,07 g (32%);  
Aceite. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,20 (dd, 1H, 9´´-H); 7,72 (dd, 1H, 4-H); 7,60 (dd, 1H, 
7-H); 7,33 (t, 1H, 5-H); 6,98 (t, 1H, 6-H); 7,91-7,47 (m, 6H, Nf); 5,88 (s, 2H, 1´´-
H); 4,20 (t, 2H, 1´-H); 3,02 (t, 2H, 2´-H); 2,85 (t, 2H, 4´-H); 0,99 (d, 12H, 5´-H). 
13C-RMN (CDCl3) δ: 155,6 (C-3); 141,7 (C-7a); 127,0 (C-6); 120,0 (C-5); 118,7 
(C-4); 112,4 (C-3a); 108,8 (C-7); 69,1 (C-1´´); 50,2 (2C, C-4´); 49,2 (C-1´); 44,9 
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(C-2´); 20,8 (4C, C-5´); 133,8; 132,8; 131,9; 129,0; 128,6; 127,2; 126,3; 125,8; 
125,3; 124,1. Anal. (C26H31N3O, P.M.: 401,54) % calculado (% experimental): C: 
77,77 (77,53); H: 7,78 (7,61); N: 10,46 (10,22). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 
10:100; tg: 5 min; tr: 3,66, [M+H]+ = 402,2. 
Preparación de 3-(1-naftilmetoxi)-1-(2-pirrolidinoetil)indazol (30).  
A una suspensión de 0,20 g (0,74 mmol) de 3-(1-
naftilmetoxi)-indazol (22a) y 0,37 g (2,68 mmol) de K2CO3 
en 60 mL de butanona se le añaden 0,14 g (0,79 mmol) 
de hidrocloruro de 1-(2-cloroetil)pirrolidina. La purificación 
del producto se realiza mediante columna cromatográfica utilizando como 
eluyente la mezcla de disolventes cloruro de metileno : metanol (100 : 0 ? 30 : 
1). Tiempo de Reacción: 60 h. Rendimiento: 0,21 g (75%);  
Aceite. 1H-RMN (CDCl3) δ: 7,71 (dd, 1H, 4-H); 7,47 (dd, 1H, 7-H); 7,36 (t, 1H, 5-
H); 7,00 (t, 1H, 6-H); 7,91 - 7,40 (m, 7H, Nf); 5,87 (s, 2H, 1´´-H); 4,44 (t, 2H, 1´-
H); 3,05 (t, 2H, 2´-H); 2,63 (d, 4H, 4´-H); 1,80 (d, 4H, 5´-H). 13C-RMN (CDCl3) δ: 
155,8 (C-3); 141,6 (C-7a); 127,4 (C-6); 120,2 (C-5); 119,1 (C-4); 112,8 (C-3a); 
108,7 (C-7); 69,1 (C-1´´); 54,9 (C-1´); 54,3 (2C, C-4´); 47,6 (C-2´); 23,5 (2C, C-
5´); 133,7; 132,7; 131,9; 129,0; 128,6; 127,1; 127,2; 126,4; 125,9; 125,3; 124,1. 
Anal. (C24H25N3O, P.M.: 371,48) % calculado (% experimental): C: 77,60 (77,31); 
H: 6,78 (7,02); N: 11,31 (11,01). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:100; tg: 5 min; 
tr: 3,53, [M+H]+ = 372,3. 
Preparación de 3-(1-naftilmetoxi)-1-(2-piperidinoetil)-indazol (31). 
A partir de 0,30 g (1,11 mmol) de 3-(1-naftilmetoxi)-indazol 
(22a), 0,69 g de K2CO3 (5,00 mmol), 0,23 g (1,20 mmol) de 
hidrocloruro de 1-(2-cloroetil)piperidina y 60 ml de 
butanona. La elución del producto en la columna 
cromatográfica se realizó con la mezcla de disolventes cloruro de metileno : 
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metanol (100 : 0 ? 30 : 1) Tiempo de Reacción: 1 día. Rendimiento: 0,25 g 
(59%); 
Aceite. 1H-RMN (CDCl3) δ: 8,18 (dd, 1H, 9´´-H); 7,89 (d, 1H, 4-H); 7,62 (d, 1H, 7-
H); 7,49 (t, 1H, 5-H); 7,00 (t, 1H, 6-H); 7,54 - 7,34 (m, 6H, Nf); 5,86 (s, 2H, 1´´-H); 
4,40 (t, 2H, 1´-H); 2,89 (t, 2H, 2´-H); 2,54 (m, 4H, 4´-H); 1,62 (m, 4H, 5´-H); 1,25 
(m, 2H, 6´-H);. 13C-RMN (CDCl3) δ: 155,8 (C-3); 141,6 (C-7a); 127,1 (C-6); 120,1 
(C-5); 119,1 (C-4); 112,7 (C-3a); 108,8 (C-7); 69,1 (C-1´´); 57,5 (C-1´); 54,7 (2C, 
C-4´); 46,1 (C´2); 25,8 (2C,C-5´); 24,1 (C´6). Anal. (C25H27N3O, P.M.: 385,50) % 
calculado (% experimental): C: 77,89 (77,71); H: 7,06 (7,29); N: 10,90 (10,84). 
HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 20:100; tg: 15 min; tr: 9,57, [M+H]+ = 386. 
Preparación de 1-(2-diisopropilaminoetil)-3-(4-metoxibenciloxi)indazol (32). 
A partir de 0,19 g (0,8 mmol) de 3-(4-
metoxibenciloxi)indazol (1a), 1,53 g de K2CO3 (11,0 
mmol), 0,16 g (0,8 mmol) de hidrocloruro de 1-(2-
cloroetil)diisopropilamina y 60 ml de butanona. La 
elución del producto en la columna cromatográfica se 
realizó con la mezcla de disolventes cloruro de metileno : metanol (100 : 0 ?    
30 : 1) Tiempo de Reacción: 60 horas. Rendimiento: 0,10 g (33%);  
Aceite. 1H-RMN (CDCl3) δ: 7,63 (d, 1H, 4-H); 7,47 (d, 2H, 3´´-H); 7,45 (d, 1H, 7-
H); 7,32 (t, 1H, 5-H); 6,99 (t, 1H, 6-H); 6,92 (d, 2H, 4´´-H); 5,36 (s, 2H, 1´´-H); 
4,16 (t, 2H, 1´-H); 3,01 (m, 2H, 4´-H); 2,81 (t, 2H, 2´-H); 0,98 (d, 12H, 5´-H). 13C-
RMN (CDCl3) δ: 159,5 (C-5´´); 155,6 (C-3); 141,7 (C-7a); 130,0 (C-4´´); 129,4 (C-
2´´); 126,9 (C-6); 120,0 (C-5); 118,6 (C-4); 113,8 (C-3´´); 112,4 (C-3a); 108,8 (C-
7); 70,9 (C-1´´); 55,7 (C-7´´); 50,6 (2C, C-4´); 49,6 (C-1´); 45,3 (C-2´); 21,2 (4C, 
C-5´). Anal. (C23H31N3O2, P.M.: 381,51) % calculado (% experimental): C: 72,41 
(72,30); H: 8,19 (7,98); N: 11,01 (11,22). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 5 
min; tr: 2,94, [M+H]+ = 179,7. 
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Procedimiento general de obtención de 5-aminoderivados de éteres de 3-
indazolilo-1-sustituidos a partir de 5-nitroderivados de éteres de 3-
indazolilo-1-sustituidos (derivados 33 - 36). A una suspensión del 5-
nitroderivado de éter de 3-indazolilo-1-sustituido correspondiente y de catalizador 
FeO(OH)211 en metanol, se le añade hidracina monohidratada en exceso y se 
lleva a 60 - 70 ºC en atmósfera de Argón. Una vez finalizada la reacción, se deja 
enfriar y se filtra sobre celita o papel de filtro para eliminar las impurezas y los 
restos del catalizador. Se evapora el disolvente y se realiza una extracción agua / 
cloroformo. Tras evaporar el disolvente orgánico se obtiene el producto. En caso 
de que el producto no se encuentre puro, éste se purifica mediante columna 
cromatográfica utilizando como eluyente la mezcla de disolventes cloruro de 
metileno : metanol (100 : 0 ? 30 : 1). Los tiempos de reacción, así como las 
condiciones y tratamientos específicos se describen a nivel individual para cada 
compuesto. 
Preparación de 5-amino-1-bencil-3-benciloxiindazol (33). 
A partir de 0,22 g (0,6 mmol) de 1-bencil-3-(benciloxi)-
5-nitro-1H-indazol (11), 0,05 g de FeO(OH) y 0,6 mL de 
hidracina monohidratada en 50 mL de metanol. Tiempo 
de reacción: 24 h. Rendimiento: 0,19 g (97%).  
Aceite. 1H-RMN (DMSO-d6) δ: 7,24 (d, 1H, 7-H); 6,65 (d, 1H, 4-H); 6,77 (dd, 1H, 
6-H); 7,48 – 7,11 (m, 10H, 2Bn); 5,32 (s, 2H, 1´´-H); 5,30 (s, 2H, 1´-H); 4,80 (sa, 
2H, NH2). 13C-RMN (DMSO-d6) δ: 153,7 (C-3); 141,9 (C-5); 136,3 (C-7a); 119,1 
(C-6); 112,9 (C-3a); 110,1 (C-7); 99,6 (C-4); 69,8 (C-1´´); 51,4 (C-1´); 138,2; 
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137,2; 128,3 (2C); 127,9 (2C); 127,8; 127,1 (2C); Anal. (C21H19N3O, P.M.: 
329,39) % calculado (% experimental): C: 76,57 (76,33); H: 5,81 (6,02); N: 12,76 
(12,51). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 10:100; tg: 5 min; tr: 3,71, [M+H]+ =330,2. 
 
Preparación de 5-amino-3-(2-naftilmetoxi)-1-(2-piperidinoetil)indazol (34).  
A partir de 0,10 g (0,25 mmol) de 3 (2 naftilmetoxi)-
5-nitro-1-(2-piperidinoetil) indazol (10), 0,02 g de 
FeO(OH) y 1,2 mL de hidracina monohidratada en 
30 mL de metanol. Tiempo de reacción: 24 h. 
Rendimiento: 0,06 g (66%).  
Aceite. 1H-RMN (CDCl3) δ: 7,11 (d, 1H, 7-H); 6,91 (d, 1H, 4-H); 6,83 (dd, 1H, 6-
H); 7,96 – 7,47 (m, 7H, Nf); 5,54 (s, 2H, 1´´-H);. 4,27 (t, 2H, 1´-H); 3,26 (sa, 2H, 
NH2); 2,73 (t, 2H, 2´-H); 2,42 (d, 4H, 4´-H); 1,56 (d, 4H, 5´-H); 1,41 (d, 2H, 6´-H). 
13C-RMN (CDCl3) δ: 154,9 (C-3); 139,2 (C-5); 137,7 (C-7a); 119,5 (C-6); 113,3 
(C-3a); 109,9 (C-7); 103,2 (C-4); 71,0 (C-1´´); 58,1 (C-1´); 55,0 (2C, C-4´); 46,7 
(C-2´); 26,1 (2C, C-5´); 24,4 (C-6´). 135,0; 133,5; 133,2; 128,4; 128,3; 127,9; 
127,1; 126,4; 126,3; 126,2; Anal. (C25H28N4O, P.M.: 400,52) % calculado (% 
experimental): C: 74,97 (74,65); H: 7,05 (7,25); N: 13,99 (13,97). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:100; tg: 5 min; tr: 2,33, [M+H]+ =401,2. 
Preparación de 5-amino-3-(2-naftilmetoxi)-1-propilindazol (35).  
A una disolución de 0,04 g (0,12 mmol) de 3-(2-
naftilmetoxi)-1-propil-5-nitroindazol (23), 0,01 g de 
FeO(OH) y 9 mL de hidracina monohidratada en 
15 mL de metanol. Tiempo de Reacción: 3 horas. 
Rendimiento: 0,03 g (70%).  
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Aceite. 1H-RMN (CDCl3) δ: 7,09 (d, 1H, 7-H); 6,93 (d, 1H, 4-H); 6,85 (dd, 1H, 6-
H); 7,97 – 7,47 (m, 7H, Nf); 5,56 (s, 2H, 1´´-H); 4,10 (t, 2H, 1´-H); 3,18 (sa, 2H, 
NH2) 1,86 (q, 2H, 2´-H); 0,89 (t, 3H, 3´-H). 13C-RMN (CDCl3) δ: 153,5 (C-3); 137,8 
(C-5); 136,4 (C-7a); 118,2 (C-6); 111,9 (C-3a); 108,5 (C-7); 102,0 (C-4); 69,7 (C-
1´´); 49,2 (C-1´); 22,2 (C-2´);10,4 (C-3´); 133,8; 132,3; 132,1; 127,1; 127,0; 126,7; 
125,9; 125,1; 125,0; 124,9. Anal. (C21H21N3O, P.M.: 331,41) % calculado (% 
experimental): C: 76,11 (76,08); H: 6,39 (6,42); N: 12,68 (12,54). HPLC-MS 
(ES+): MeCN/H2O 10:90; tg: 5 min; tr: 3,90,[M+H]+ = 333,1. 
Preparación de 5-amino-3-(1-naftilmetoxi)-1-(2-pirrolidinoetil)indazol (36). 
A partir de 0,08 g (0,20 mmol) de 3-(1-naftilmetoxi)-5-
nitro-1-(2-pirrolidinoetil)indazol (26), 0,01 g de 
FeO(OH) y 3,5 mL de hidracina monohidratada en 30 
mL de metanol bajo atmósfera de argon. Trás filtrar 
en celita y eliminar el disolvente, se añade H2O y se acidula con ácido acético, 
precipitando un sólido naranja que se aísla por filtración. Tiempo de reacción: 30 
h. Rendimiento: 0,06 g (85%). 
P.F.: 136 – 138 ºC. 1H-RMN (CDCl3) δ: 7,16 (d, 1H, 7-H); 6,84 (d, 1H, 4-H); 6,83 
(dd, 1H, 6-H); 8,18 – 7,45 (m, 7H, Nf); 5,87 (s, 2H, 1´´-H);. 4,37 (t, 2H, 1´-H); 3,57 
(sa, 2H, NH2); 3,01 (t, 2H, 2´-H); 2,61 (d, 4H, 4´-H); 1,78 (d, 4H, 5´-H). 13C-RMN 
(CDCl3) δ: 154,8 (C-3); 139,1 (C-5); 137,5 (C-7a); 119,4 (C-6); 113,2 (C-3a); 
109,6 (C-7); 102,9 (C-4); 69,0 (C-1´´); 54,8 (C-1´); 54,2 (2C, C-4´); 47,5 (C-2´); 
23,4 (2C, C-5´); 133,7; 132,8; 131,8; 128,9; 128,5; 127,0; 126,3; 125,8; 125,2; 
124,1; .Anal. (C24H26N4O, P.M.: 386,49) % calculado (% experimental): C: 74.58 
(74.45); H: 6.78 (7.01); N: 14.50 (13.97). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 15:95; tg: 5 
min; tr: 2,05, [M+H]+ = 387,4. 
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Procedimiento general de obtención de 5-bromoderivados de éteres de 3-
indazolilo-1-sustituidos a partir de derivados de éteres de 3-indazolilo-1-
sustituidos (derivado 37). A una disolución en acetonitrilo del éter de indazolilo 
correspondiente se le añade la cantidad necesaria de catalizador FeCl3 * 6 H2O y 
se lleva a 80 ºC. Una vez alcanzada la temperatura, se le añade el reactivo 
halogenante y se mantiene en esas condiciones hasta fin de reacción. Una vez 
finalizada la reacción, se lleva a sequedad y se extrae con éter dietílico / agua. El 
producto se purifica finalmente mediante columna cromatográfica con la mezcla 
de eluyentes adecuada. 
Preparación de 5-bromo-3-(2-naftilmetoxi)-1-(2-(1-piperidinil)etil)indazol (37). 
A partir de 0,09 g (0,24 mmol) de 3-(2-naftilmetoxi)-
1-(2-(1-piperidinoetil)indazol (4), 0,5 mg de FeCl3 * 6 
H2O (0,17 mmol), 0,04 g de N-bromosuccinimida y 
20 ml de CH3CN. Eluyente para la columna 
cromatográfica: cloruro de metileno a cloruro de metileno : metanol (10 : 1). 
Tiempo de Reacción: 40 min. Rendimiento: 0,03 g (27%).  
Aceite. 1H-RMN (CDCl3) d: 7,83 (d,1H,4-H); 7,41 (dd, 1H, 6-H); 7,20 (dd, 1H, 6-H); 
7,96-7,47 (m, 7H, Nf); 5,56 (s, 2H, 1´´-H ); 4,35 (t, 2H, 1´-H); 2,81 (t, 2H, 2´-H); 
2,43 (d, 4H, 4´-H); 1,55 (d, 4H, 5´-H); 1,39 (d, 2H, 6´-H). 13C-RMN (CDCl3) d: 
154,8 (C-3); 140,3 (C-7a); 130,3 (C-6); 122,6 (C-4); 114,1 (C-5); 111,8 (C-3a); 
110,4 (C-7); 70,8 (C-1´´); 57,5 (2C, C-1´); 54,7 (C-4´); 46,4 (C-2´); 25,5 (2C, C-5´); 
23,9(C-6´); 134,3; 133,2; 133,1; 128,2; 128,0; 127,7; 127,0; 126,2; 126,1; 125,8; 
Anal. (C25H26BrN3O, P.M.: 464,40) % calculado (% experimental) C: 64,66 (64,37); 
H: 5,64 (5,91); N: 9,05 (8,87). HPLC-MS (ES+): MeCN/H2O 5:80; tg: 20 min; tr: 
15,28, [M+H]+ = 464,1. 
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10.2. FARMACOLOGÍA. 
 
A) Actividad cannabinoide. 
Ensayos de desplazamiento de radioligando. 
La actividad cannabinoide de los nuevos éteres de indazolilo sintetizados 
fueron evaluados a nivel de su unión al receptor mediante ensayos de 
desplazamiento de ligando (binding) realizados. Estos ensayos han sido 
realizados por la Dra. Concepción Pérez y por María Goméz Cañas en los 
laboratorios del Dr. Julián Fernández- Ruíz en la Facultad de Medicina de la 
Universidad Complutense de Madrid. 
Receptor CB1. 
Los estudios de unión al receptor CB1 fueron realizados usando fracciones de 
membrana del receptor CB1 humano de células transfectadas (Perkin-Elmer Life 
and Analytical Sciences, Boston, MA). Las membranas HEK293EBNA fueron 
resuspendidas en tampón Tris (50 mM Tris-HCl, 2.5 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 0.5 
mg/mL BSA ácido graso libre, pH 7.4). Fracciones de la suspensión de 
membrana resultante (alrededor de 0,415 mg/mL de proteína) fueron incubadas 
a 30ºC durante 90 min con 0,54 nM [3H]- CP55940 (139,6 Ci/mmol) en presencia 
de altas concentraciones del fármaco competidor, con un volumen final de 0,2 
mL. Las uniones inespecíficas fueron determinadas en presencia de 10 μM 
WIN55212-2. Para minimizar las pérdidas de unión al receptor debidas a 
procesos de adsorción, se utilizaron tubos silanizados. La reacción fue finalizada 
por filtración a vacío rápida con un aparato Harvester (Perkin-Elmer) a través de 
Filtermat A GF/C humedecido en 0,05% polietilenimina (PEI). Los filtros fueron 
lavados 9 veces con el mismo tampón frío y la radioactividad de unión fue 
medida con un contador 1450 LSC & Luminescence Wallac Microbeta TriLux 
(Perkin-Elmer). El ensayo de desplazamiento mostró una sensibilidad apropiada 
para ligandos CB1. Así, el compuesto WIN55212-2 inhibió la unión del 
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radioligando con un valor de Ki de 36,2 nm. Para todos los experimentos, las 
curvas de unión competitiva fueron analizadas usando un proceso iterativo 
GraphPad (Prism), con el cual se obtuvieron los valores de IC50 de los 
compuestos ensayados. Los valores de Ki fueron determinados mediante el 
método de Cheng and Prusoff231.  
Receptor CB2. 
Los estudios de unión al receptor CB2 fueron realizados usando fracciones de 
membrana del receptor CB2 humano de células transfectadas (Perkin-Elmer Life 
and Analytical Sciences, Boston, MA). Las membranas HEK293EBNA fueron 
resuspendidas en tampón Tris (50 mM Tris-HCl, 2,5 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 0,5 
mg/mL BSA ácido graso libre, pH 7,4). Fracciones de la suspensión de 
membrana resultante (alrededor de 0,18 mg/mL de proteína) fueron incubadas a 
30 ºC durante 90 min con 0,33 nM [3H]- CP55940 (139,6 Ci/mmol) tanto en 
presencia de altas concentraciones del fármaco competidor como en ausencia 
del mismo, con un volumen final de 0,6 mL. Las uniones inespecíficas fueron 
determinadas en presencia de 10 μM WIN55212-2. Para minimizar las pérdidas 
de unión al receptor debidas a procesos de adsorción, se utilizaron tubos 
silanizados. La reacción fue finalizada por filtración a vacío rápida con un 
aparato Harvester (Perkin-Elmer) a través de Filtermat A GF/C humedecido en 
0,05% polietilenimina (PEI). Los filtros fueron lavados 9 veces con el mismo 
tampón frío y la radioactividad de unión fue medida con un contador 1450 LSC & 
Luminescence Wallac Microbeta TriLux (Perkin-Elmer). El ensayo de 
desplazamiento mostró una sensibilidad apropiada para ligandos CB2. Así, tanto 
WIN55212-2 como HU-308 inhibieron la unión con valores de Kd de 3,7 y 11,2 
nm respectivamente. Para todos los experimentos, las curvas de unión 
competitiva fueron analizadas usando un proceso iterativo GraphPad (Prism), 
con el cual se obtuvieron los valores de IC50 de los compuestos ensayados. Los 
valores de Ki fueron determinados mediante el método de Cheng and Prusoff.231 
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Ensayos in vitro en tejido deferente de ratón aislado. 
La actividad cannabinoide de los nuevos éteres de indazolilo sintetizados 
fueron evaluados a nivel funcional, evaluando su efecto in vitro en ensayos en 
tejido deferente de ratón. Estos estudios fueron realizados en la Facultad de 
Medicina de la Universidad Rey Juan Carlos por el grupo de la Prof. Isabel 
Martín-Fontelles. 
La actividad funcional de las moléculas de nueva síntesis se evaluó en 
ensayos in vitro en conducto deferente de ratón, un tejido donde frecuentemente 
se han estudiado y caracterizado efectos cannabinoides213, 232. 
En este tejido, los agonistas cannabinoides, actuando sobre receptores 
cannabinoides presinápticos, disminuyen la liberación de ATP y de noradrenalina 
desde la terminal nerviosa e inhiben las contracciones inducidas por 
estimulación eléctrica. Los antagonistas de los receptores cannabinoides de 
forma competitiva y superable, bloquean los efectos inhibitorios de los agonistas. 
El receptor cannabinoide que parece estar más implicado en este efecto es el 
CB192, 233, 234. La metodología utilizada en este estudio ha sido la siguiente:  
Se usaron ratones macho ICR, cuyos conductos deferentes se aislaron según 
la técnica descrita por Hughes,235 y se montaron en un baño de órganos. Se 
sometieron a periodos alternos de estimulación eléctrica (trenes de 5 pulsos 
rectangulares de 70 V, 15 Hz y 2 ms de duración cada uno, que se aplican a 
cada minuto) y de descanso (10 min). La fuerza isométrica se monitorizó 
utilizando un sistema de registro y análisis de datos MacLab.  
El efecto agonista de los nuevos compuestos se evaluó realizando curvas 
concentración-respuesta no acumulativas (10-7 – 2,0 x 10-5 M). Su efecto se 
comparó con el del agonista cannabinoide sintético no selectivo CB1/CB2 
WIN55212-2 (Tabla 22). Para los compuestos que han presentado un perfil 
agonista interesante, se probó si su efecto es bloqueado y revertido por los 
antagonistas selectivos CB1 (AM251) y/o CB2 (AM630) (Tabla 23). 
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Tabla 22. Porcentaje de inhibición de la contracción inducida eléctricamente en 
tejido deferente de ratón causado por los compuestos 2-6, 8-12, 18, 21, 23-32, 
34-37 y el ligando agonista de referencia WIN55212-2. 
 
Compuesto 10-7 M 3x10-7 M 9x10-7 M 2,7x10-6 M 8,1x10-6 M 2,0x10-5 M 
WIN55212-2 8,4 ± 1,8 19,6 ± 3,0 36,5 ± 3,4 49,0 ± 4,0 67,2 ± 3,9 81,4 ± 3,4 
2 3,5 ± 5,8 5,5 ± 6,8 10,9 ± 6,3 24,2 ± 5,0 31,3 ± 4,7 43,5 ± 4,0 
3 -10,4 ± 3,0 -7,1 ± 2,9 -5,7 ± 3,1 -6,6 ± 4,2 -2,5 ± 3,9 -6,8 ± 5,5 
4 2,9 ± 1,1 8,7 ± 1,8 12,0 ± 5,0 40,0 ± 9,3 82,6 ± 3,2 95,5 ± 1,4 
5 0,5 ± 2,5 5,6 ± 3,6 9,8 ± 5,2 13,9 ± 4,9 17,2 ± 5,0 19,6 ± 5,8 
6 -5,4 ± 2,4 0,6 ± 2,8 3,5 ± 2,1 -2,1± 2,6 -3,8 ± 3,2 -1,8 ± 5,4 
8 4,2 ± 3,6 10,0 ± 6,8 25,0 ± 10,4 29,8 ± 9,9 37,6 ± 11,2 47,9 ± 8,5 
9 -1,8 ± 1,6 3,1 ± 1,0 3,8 ± 1,6 3,9 ± 2,1 5,1 ± 3,1 8,0 ± 3,5 
10 4,2 ± 2,8 3,4 ± 2,6 5,8 ± 3,7 13,4 ± 5,8 22,0 ± 8,5 36,0 ± 11,6 
11 1,8 ± 3,6 10,0 ± 5,8 15,0 ± 6,8 21,6 ± 7,8 28,1 ± 9,4 33,1 ± 9,1 
12 9,8 ± 2,5 18,4 ± 5,1 23,8 ± 6,8 33,4 ± 6,9 41,2 ± 8,0 50,2 ± 9,0 
18 -2,0 ± 2,0 1,5 ± 0,6 6,8 ± 4,3 8,7 ± 5,5 9,8 ± 5,7 12,2 ± 7,6 
21 -0,2 ± 1,9 6,2 ± 4,5 5,0 ± 4,5 6,8 ± 4,9 20,8 ± 5,3 24,6 ± 4,3 
23 -0,8 ± 1,2 1,7 ± 2,1 3,3 ± 2,6 5,1 ± 3,1 4,9 ± 4,0 7,9 ± 4,6 
24 0,6 ± 1,2 8,6 ± 9,4 12,9 ± 11,7 11,7 ± 12,6 9,5 ± 9,5 12,1 ± 11,0 
25 -6,4 ± 2,3 -1,2 ± 2,9 6,5 ± 3,1 9,2 ± 3,9 20,6 ± 5,2 38,5 ± 6,4 
26 2,4 ± 0,8 6,2 ± 1,0 9,0 ± 1,9 14,3 ± 2,6 30,4 ± 3,7 51,4 ± 5,2 
27 -1,1 ± 2,0 -2,1 ± 2,5 -0,5 ± 1,4 -1,0 ± 3,5 -3,2 ± 2,9 -4,0 ± 4,7 
28 0,3 ± 2,0 0,8 ± 4,3 7,6 ± 2,8 7,3 ± 3,8 9,4 ± 3,3 14,0 ± 2,4 
29 1,0 ± 2,0 3,3 ± 2,2 4,3 ± 1,9 4,1 ± 3,7 14,3 ± 3,7 27,0 ± 4,8 
30 -2,7 ± 3,0 -0,4 ± 3,4 4,8 ± 4,2 20,6 ± 5,8 70,7 ± 3,8 81,7 ± 4,6 
31 -5,3 ± 4,4 -2,2 ± 4,8 10,3 ± 4,9 26,0 ± 6,8 73,9 ± 2,6 90,1 ± 1,3 
32 7,5 ± 2,1 8,5 ± 2,4 18,6 ± 3,6 43,1 ± 3,3 74,7 ± 3,4 86,4 ± 1,9 
34 0,9 ± 2,1 6,4 ± 3,4 21,1 ± 3,2 41,4 ± 3,1 60,9 ± 3,0 80,8 ± 3,6 
35 3,8 ± 1,0 10,7 ± 2,4 17,3 ± 4,7 23,0 ± 6,4 29,6 ± 8,4 38,8 ± 11,5 
36 -3,9 ± 3,1 5,7 ± 4,1 8,9 ± 4,5 18,2 ± 6,8 82,2 ± 3,4 90,3 ± 3,8 
37 3,2 ± 2,8 1,0 ± 3,3 5,4 ± 3,5 9,3 ± 3,1 12,9 ± 4,3 22,1±3,3 
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Tabla 23. Porcentaje de inhibición de la contracción inducida eléctricamente en tejido deferente de ratón causado por los compuestos 32, 34, 
31, 4, y el ligando agonista de referencia WIN55212-2 sólos o en presencia de los ligandos antagonistas selectivos AM251 (CB1) y/o AM630 
(CB2). 
 10-7 M 3x10-7 M 9x10-7 M 2,7x10-6M 8,1x10-6 M 2,0x10-5M 
Vehículo (control) 0,0 ± 1,1 0,1 ± 1,8 0,1 ± 1,6 -2,0 ± 2,6 -0,1 ± 3,1 2,3 ± 3,7 
WIN55212-2 8,4 ± 1,8 19,6 ± 3,0 36,5 ± 3,4 49,0 ± 4,0 67,2 ± 3,9 81,4 ± 3,4 
WIN55212-2 + AM251 (10-6 M) 0,9 ± 0,9 4,5 ± 2,4 9,1 ± 3,1 26,8 ± 2,7 55,6 ± 3,4 74,5 ± 2,3 
WIN55212-2 + AM251 (10-6 M) + AM630 (10-6 M)    27,1 ± 5,0   
4 3,1 ± 1,2 9,8 ± 3,2 20,1 ± 4,5 45,7 ± 5,9 78,6 ± 3,1 95,5 ± 2,1 
4 + AM251 (10-6 M) 1,7 ± 4,1 9,7 ± 3,6 18,2 ± 5,9 32,8 ± 2,6 64,1 ± 8,7 82,9 ± 6,1 
4 +AM251 (10-6 M) + AM630 (10-6 M) -2,1 ± 3,4 1,6 ± 4,8 8,7 ± 5,3 20,2 ± 6,1 48,2 ± 4,6 79,3 ± 3,0 
31 -5,3 ± 4,4 -2,2 ± 4,8 10,3 ± 4,9 26,0 ± 6,8 73,9 ± 2,6 90,1 ± 1,3 
31 + AM251 (10-6 M) 6,6± 1,9 9,5 ± 2,1 15,2 ± 2,4 26,6 ± 5,3 59,3 ± 4,9 85,0 ± 4,5 
31 + AM251 (10-6 M) + AM630 (10-6 M)+ -0,7 ± 2,1 1,9 ± 3,5 6,5 ± 4,1 14,9 ± 5,1 51,8 ± 5,2 78,4 ± 4,0 
32 7,5 ± 2,1 8,5 ± 2,4 18,6 ± 3,6 43,1 ± 3,3 74,7 ± 3,4 86,4 ± 1,9 
32 + AM251 (10-6 M) -7,3 ± 2,4 -2,0 ± 5,5 12,1 ± 2,3 38,4 ± 5,9 72,7 ± 5,5 84,6 ± 5,7 
32 + AM251 (10-6) + AM630 (10-6 M) 1,3 ± 1,6 8,2 ± 4,8 12,0 ± 4,7 20,3 ± 4,0 60,0 ± 4,4 84,0 ± 2,7 
34 0,9 ± 2,1 6,4 ± 3,4 21,1 ± 3,2 41,4 ± 3,1 60,9 ± 3,0 80,8 ± 3,6 
34 + AM251 (10-6 M) 2,3 ± 2,3 6,9 ± 4,2 15,7 ± 4,6 23,6 ± 5,4 62,2 ± 3,2 83,5 ± 2,2 
34 + AM251 (10-6 M) + AM630 (10-6 M) -2,6 ± 1,2 -1,1 ± 1,7 3,3 ± 3,3 13,0 ± 3,6 57,2 ± 3,5 80,5 ± 3,6 
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B) Actividad colinérgica. 
Ensayos de Inhibición. 
Para la determinación de la acción de los derivados de los compuestos como 
inhibidores de la AChE (Sigma Chemical Co., human recombinant), BuChE 
(Sigma Chemical Co., AChE de eritrocitos bovinos) y BuChE (Sigma Chemical 
Co., suero humano) se ha seguido el método de Ellman et al. 23 La solución de 
ensayo consiste en una solución tampón 0,1 M de fosfato sódico a pH 8,400 μM 
de ácido 5,5´-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), 0,05 unid. / ml AchE o 0,024 U/ml 
Buche, y 800 μM yoduro acetiltiocolina ó 500 μM yoduro de butiriltiocolina como 
sustratos de AChE y BuChE, respectivamente. Los compuestos a ensayar se 
añaden a la solución de ensayo antes del enzima, una vez añadido el enzima se 
preincuba durante un periodo de 5 minutos a 30°C y por último se añade el 
sustrato. Los cambios de absorbancia a 412 nm se miden durante 5 minutos en 
un espectrofotómetro UV/Vis, Multiskan Spectrum. La actividad enzimática a 
cada concentración de compuesto se expresa como porcentaje de actividad con 
respecto al control en ausencia de compuesto. Estos ensayos fueron realizados 
por la Dra. Concepción Pérez en el Instituto de Química Médica del CSIC. 
Ensayos de Competición. 
Para estudiar el mecanismo de acción de los compuestos frente a AChE y/o 
BuChe, se realizó un análisis cinético. Los experimentos se llevaron a cabo 
usando varias concentraciones del sustrato, así como varias concentraciones de 
inhibidor. Los resultados se representaron en graficas Lineweaver-Burk dobles-
recíprocas. Los inhibidores competitivos tienen el mismo punto de corte en el eje 
y que la enzima sin inhibir. Los inhibidores no competitivos tienen el mismo punto 
de corte en el eje x que el enzima sin inhibir. La inhibición acompetitiva produce 
diferentes cortes en ambos ejes x e y. Los inhibidores mixtos producen puntos de 
corte arriba o debajo del eje x. Estos ensayos fueron realizados por la Dra. 
Concepción Pérez en el Instituto de Química Médica del CSIC. 
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C) Capacidad antioxidante.  
Ensayos ORAC. 
Se determina mediante el método ORAC-FL de Ou et al.216 parcialmente 
adaptado por BMG LABTECH217. Hemos utilizando el lector de placas FLUOstar 
Optima (BMG Labtechnologies GmbH, Offenburg, Germany) con filtro de 
excitación a 485 nm y de emisión a 520 nm. Los compuestos 2, 2’-Azobis-
(amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH), ácido (±)-6-hidroxi-2, 5, 7 ,8-
tetrametilcromona-2-carboxilico (trolox) y fluoresceína (FL) se compraron a 
Sigma- Aldrich. La reacción se lleva a cabo en 75 mM buffer fosfato (pH 7.4) y un 
volumen final de reacción de 200 μL. El antioxidante (25 μL) y la fluoresceína 
(150 μL; 10 nM) se ponen en placas negras de 96 pocillos (Nunc.). La mezcla se 
preincuba durante 30 minutos a 37 ºC y a continuación se añade rápidamente, 
con una pipeta multicanal, una solución de AAPH (25 μL, 240 mM). La microplaca 
se pone rápidamente en el lector y la fluorescencia se mide cada 90 segundos 
durante 90 min. La placa de 96 pocillos se agita automáticamente antes de cada 
lectura. Los compuestos se ensayan a 4 concentraciones diferentes (10-1 μM). 
También se pone un blanco (FL + AAPH en buffer fosfato) y como compuesto de 
referencia se ponen cuatro concentraciones de trolox (10-1 μM). Todas las 
reacciones se hacen por duplicado, y con al menos tres ensayos diferentes por 
compuesto. Los datos se exportan a una hoja de cálculo Excel (Microsoft), donde 
se representa la fluorescencia frente al tiempo y posteriormente se calcula el área 
bajo la curva siguiendo la formula (1) 
(1) AUC = f1 / f0 + fi / f0 + ... + f34 / f0 + (f35 / f0) 
Donde:                AUC = área bajo la curva 
f0 = Fluorescencia medida a tiempo 0 
fi= fluorescencia medida a tiempo t 
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Los valores netos de AUC de cada compuesto se determina restando al valor 
AUC del compuesto el valor AUC del blanco (FL + AAPH en buffer fosfato). 
Los equivalentes relativos de trolox se calculan siguiendo la formula (2): 
(AUCmuestra - AUCblanco)
(AUCTrolox - AUCblanco)
*
[Trolox]
[muestra]
(2)
 
Otra forma de obtener los equivalentes de trolox, es mediante la 
representación de los valores de AUC netos frente a las concentraciones del 
antioxidante. Así obtenemos las ecuaciones de regresión correspondientes a 
cada compuesto. Para calcular los equivalente de trolox aplicamos la siguiente 
formula (3) 
(3)   Equivalente de trolox = Pendiente de la recta de regresión de la muestra / 
Pendiente de la recta de regresión del trolox 
Estos ensayos fueron realizados por la Dra. Concepción Pérez en el Instituto 
de Química Médica del CSIC. 
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D) Toxicidad. 
Test de AMES.  
El test preliminar de mutagenesis Salmonella fue realizado acorde al método 
descrito por Maron and Ames218. En primer lugar, se determinó la dosis minima 
tóxica (DMT, μg/placa) de los compuestos estudiados, para la bacteria S. 
typhimurium His-, TA98). La DMT determinada se selecciona para la dosis 
máxima a ensayar para cada compuesto. Para el ensayo, se preparó dos 
suspensiones 2 nM de S. typhimurium, una preincubada en condiciones estándar 
y otra con el sistema metabólico externo S9mix de hígado de raton de origen 
comercial (Arolor, de Moltox Inc., Annapolis, MD, USA), preparada según se 
describe en Ames et al.236. Los ensayos sin activación metábolica (sin S9mix) se 
realizaron mezclando 50 μL de cada disolución de sustancia a ensayar con 500 
μL de buffer fosfato (0,1 M, pH=7,4) y 100 μL de suspensión bacteriana. Se 
hicieron 5 ensayos, partiendo de la dosis DMT en cada caso, a concentraciones 
sucesivas de un tercio de la condición anterior (DMT/3, DMT/9, DMT/27…). Tras 
1 hora de incubación, se añaden 2 mL de agar fundido con histidina y biotina a 50 
μM, se agita en vortex y se vierte sobre placa. Cuando el agar solidifica, las 
placas se vuelcan y se incuban a 37 ºC durante 48 horas. Los ensayos con 
activación metabólica se realizaron de la misma forma, cambiando el buffer por la 
fracción S9mix (10%, v/v S9, 4,7 mM NADP, 6 mM D-glucosa-6-fosfato, 19 mM 
MgCl2, 36 mM KCl, buffer fosfato 0,1 M, pH 7,4). De cada condición se realizaron 
dos ensayos por separado. Se utilizaron dos controles, uno negativo, con el 
disolvente empleado (DMSO) y un control positivo, utillizando 4-nitro-o-
fenilendiamina (NPD, 20 μg / placa) para los ensayos en condiciones estándar y 
2-aminofluoreno (10 μg / placa) en ensayos con activación metabólica (S9mix). 
Los controles fueron ensayados por duplicado en cada ensayo. Al final del 
experimento (48 horas), las colonias supervivientes fueron contadas visualmente. 
Para todos los ensayos, los datos se analizaron usando la regla “2 fold” 
modificada237, donde un compuesto es considerado mutagénico si la media de 
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colonias supervivientes es, al menos, el doble de las colonias supervivientes del 
control negativo, para dos o más concentraciones consecutivas (Tabla 24). 
Estos ensayos fueron realizados en los laboratorios de los Dres. Hugo 
Cerecetto y Mercedes González en la Facultad de Química de la Universidad de 
la República de Uruguay 
Tabla 24. Número de colonias supervivientes en medio carente de histidina en 
condiciones estándar y con activación metabólica (S9mix) en presencia de los 
compuestos 30, 31 y 34. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Compuesto Concentración μg / placa 
No 
revertientes 
estándar 
No 
revertientes 
S9mix 
30 
20 
6,7 
2,2 
0,74 
0,25 
0 ± 0 
23 ± 0 
15 ± 5 
15 ± 1 
16 ± 0 
0 ± 0 
19 ± 2 
16 ± 1 
21 ± 7 
20 ± 4 
31 
20 
6,7 
2,2 
0,74 
0,25 
16 ± 3 
0 ± 0 
9 ± 12 
8 ± 11 
0 ± 0 
0 ± 0 
25 ± 3 
25 ± 3 
27 ± 10 
16 ± 2 
34 
40 
13 
4 
1 
0,5 
18 ± 3 
18 ± 3 
13 ± 0 
0 ± 0 
0 ± 0 
19 ± 4 
20 ± 12 
1 ± 1 
10 ± 6 
15 ± 2 
Control (-)  10 ± 2 9 ± 3 
Control (+)  1500 788 
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10.3. ESTUDIOS DE ACOPLAMIENTO TEÓRICO (DOCKING). 
En general los fármacos presentan especificidad estructural, es decir, ejercen su 
efecto cuando interactúan con alguna macromolécula biológica. Conocida la 
diana terapéutica, teórica o experimentalmente, que está involucrada en el 
proceso biológico que es estudiado, se diseñan nuevos fármacos que van a 
ejercer su efecto sobre dicha diana.  
En el proceso de docking, una vez analizado el sitio de unión de la diana, se 
busca la mejor interacción entre la diana y el posible ligando, pudiendo estudiar la 
energía de interacción. Las etapas de los estudios de anclaje son: 
1. Construcción y optimización de los correspondientes ligandos 
2. Procesamiento de la diana terapéutica. 
3. Construcción y optimización inicial del complejo ligando-diana 
4. Estudios de docking. Análisis y refinamiento 
Todos los cálculos se realizaron en estaciones de trabajo Silicon Graphics. En 
primer lugar se construyeron los ligandos correspondientes empleando el modulo 
Sketch implementado en Sybyl 7.2130. Se optimizaron con el campo de fuerzas 
MMFF94177, 178 y con el método de minimización de Gradiente conjugado, hasta 
alcanzar el gradiente 0,001 kcal·mol-1·Å-1. Posteriormente, se construyeron 
manualmente los complejos receptor-ligando, teniendo en cuenta los modelos 
desarrollados en nuestro grupo y la información de la que disponemos sobre las 
distintas estructuras protéicas (CB2, AChE y BuChE). 
Una vez situado manualmente el ligando en el centro activo, se minimizaron las 
cadenas laterales de la enzima y del ligando, dejando rígido el esqueleto de los 
receptores. Estos complejos receptor-ligando han sido la estructura de entrada para 
los estudios de docking con el programa Flexidock implementado en SYBYL. 
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Flexidock analiza todas las posibles conformaciones del ligando en el interior del 
centro activo del receptor estudiando tanto las cadenas laterales de los receptores 
como las conformaciones de los ligandos, es decir permite llevar a cabo un docking 
flexible tanto en el ligando como en el receptor. Flexidock emplea Algoritmos 
Genéticos (AG) que es un método muy rápido para la generación de 
conformaciones. A continuación se realizó la clasificación de las conformaciones en 
diferentes familias basándose en:  
i)    Energía de unión calculada con Flexidock.  
ii)  Concordancia entre los datos experimentales descritos del sitio de 
unión y los obtenidos en los modelos teóricos. El tipo de interacción 
fue examinada con el programa LPC220 (Ligand Protein Contact), que 
calcula todas las interacciones entre el receptor y el ligando. 
iii)  Energía de interacción proteína-ligando (ΔG). Los efectos 
estructurales del sitio de unión de los ligandos en los complejos fueron 
analizados teniendo en cuenta el tipo de interacción entre ligando-
receptor, las correspondientes energías de docking, así como los 
valores de la diferencia de la superficie accesible al disolvente (ΔSAD) 
del receptor libre y receptor- ligando. Basándonos en estos valores se 
puede calcular la energía libre (ΔG= RT ln Kd) y por lo tanto las 
constantes de asociación y disociación (Ka y Kd) del complejo receptor-
ligando con el programa Structural Thermodynamics Calculations-
V4.3181. 
Los modelos cannabinoides que se emplearon para los estudios de docking han 
sido construidos y refinados en nuestro grupo151, 176. Se utilizaron los modelos de 
CB1 y CB2 en su forma activa (resultados sin publicar). En cuanto al sistema 
colinérgico los estudios se realizaron con la estructura 3D tanto de la AChE 
(código PDB: 1B41131) como de la BuChE humana (código PDB: 1P0I132).  
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Tabla 25. Contribución de los residuos que muestran cambios relevantes en la 
superficie accesible al disolvente (ΔASA) a la Energía de enlace (ΔGenlace) de los 
complejos AChE–ligando. 
Residuo Donepezilo Propidio Edrofonio 
Asp74 -0.30 - - 
Trp286 -0.63 -0.84 - 
Tyr72 -0.03 -0.28 - 
Tyr124 -0.48 -0.13 -0.21 
Tyr337 -0.22 - -0.20 
Tyr341 -0.68 -0.75 0.10 
Gly121 -0.26 - -0.25 
Trp86 -0.23 - -0.10 
His447 -0.01 - -0.03 
 
 Tabla 26. Interacciones más importantes de los inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE) edrofonio (competitivo), donepezilo (mixto) y 
propidio (no competitivo) con la enzima AChE. 
Inhibidor Sitio periférico (PAS) 
Bolsillo de union acilo 
(ABP) 
Agujero oxianiónico 
(OT) 
Subsitio aniónico 
(AS) 
Triada catalítica 
(CAS) 
donepezilo 
Trp286 
(π-π) 
Tyr337 
(π-π) 
Tyr341 
(π-π) 
Phe295 
(EH, N-O24) 
Phe297 
(π-π) 
Phe338 
(CH-π) 
Gly121 
(Ph) 
Trp86 
(π-π) 
His447 
(Ph) 
propidio 
Trp286 
(π-π) 
Tyr72 
(π-π) 
Tyr341 
(π-π) 
    
edrofonio   Gly122 (EH, N-O4) 
Trp86 
(π-π) 
Ser203 
(EH, OG-O4) 
His447 
(EH, NE2-O4) 
 
 10.4. CRISTALIZACIÓN. 
Tabla 27. Lista de estructuras de GPCR´s publicadas. 
Receptor Resolución (Å) Código PDB Fecha Ref. 
Rhodopsin: bovine rod outer segment 2,8 1F88 06 / 00 141 
Rhodopsin: bovine rod outer segment 2,6 1L9H 03 / 02 238 
Rhodopsin: bovine rod outer segment 2,65 1GZM 05 / 02 239 
Rhodopsin: bovine rod outer segment 2,2 1U19 07 / 04 142 
Rhodopsin, photoactivated: bovine rod outer segment 3,8-4,15 2137 08 / 06 240 
Rhodopsin: recombinant bovine rhodopsin mutant, N2C/D282C 3,4 2J4Y 09 / 06 241 
Rhodopsin: squid 3,7 2ZIY 05 / 07 242 
Rhodopsin: squid 2,5 2Z73 08 / 07 243 
Human β2 adrenergic receptor Fab5 complex. Complex with carazalol 3,4 / 3,7 2R4R 08 / 07  244 
Human β2 adrenergic receptor Fab5 complex. Complex with carazalol 3,4 / 3,7 2R4S 08 / 07  244 
Human β2 adrenergic receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with carazalol 2,4 2RH1 10 / 07  245 
Opsin: bovine rod outer segment 2,9 3CAP 02 / 08  174 
Turkey β1 adrenergic receptor: StaR engineered for stability. Complex with cyanopindolol 2,7 2VT4 05 / 08  246 
Human β2 adrenergic receptor: T4 lysozyme replaces ICL3, E122W stability mutation. 
Complex with timolol 2,8 3D4S 05 / 08 
247 
Opsin in complex with a C-terminal peptide derived from the GR subunit of transducin 3,2 3DQB 07 / 08  143 
Human adenosine A2A receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. In complex with antagonist 
ZM241385 2,6 3EML 09 / 08 
247 
Methylated β2 adrenergic receptor: Fab complex 3,4 3KJ6 11 / 09  248 
 Receptor Resolución (Å) Código PDB Fecha Ref. 
Human β2 adrenergic receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. 
Complex with the inverse agonist ICI 118,551 2,84 3NY8 07 / 10 
249 
Human β2 adrenergic receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with a novel inverse 
agonist 2,84 3NY9 07 / 10 
249 
Human β2 adrenergic receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with alprenolol 3,16 3NYA 07 / 10  249 
CXCR4 chemokine receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with a cyclic peptide 
antagonist CVX15 2,9 3OE0 08 /10 
250 
CXCR4 chemokine receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with a small molecule 
antagonist IT1t 3,2 3OE6 08 / 10 
250 
CXCR4 chemokine receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with a small molecule 
antagonist IT1t 3,1 3OE8 08 / 10 
250 
CXCR4 chemokine receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with a small molecule 
antagonist IT1t 3,1 3OE9 08 / 10 
250 
CXCR4 chemokine receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with a small molecule 
antagonist IT1t 2,5 3ODU 08 / 10 
250 
Crystal structure of bovine rhodopsin with β-ionone 2,6 3OAX 08 / 10  251 
Dopamine D3 receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with D2/D3-selective 
antagonist 2,89 3PBL 11 / 10 
250 
Human β2 adrenergic receptor in active state stabilized with a nanobody: T4 lysozyme 
replaces ICL3 3,5 3POG 01 / 11 
252 
Human β2 adrenergic receptor with irreversibly bound agonist T4 lysozyme replaces third 
intracellular loop 3,5 3PDS 01 / 11 
253 
Turkey β1 adrenergic receptor: StaR engineered for stability. Complex with dobutamine 2,5 2Y00 01 / 11  254 
 Receptor Resolución (Å) Código PDB Fecha Ref. 
Turkey β1 adrenergic receptor: StaR engineered for stability. Complex with dobutamine 2,65 2Y01 01 / 11  254 
Turkey β1 adrenergic receptor: StaR engineered for stability. Complex with carmotorol 2,65 2Y02 01 / 11  254 
Turkey β1 adrenergic receptor: StaR engineered for stability. Complex with isoprenaline 2,85 2Y03 01 / 11  254 
Turkey β1 adrenergic receptor: StaR engineered for stability. Complex with salbutamol 3,05 2Y04 01 / 11  254 
Bovine rhodopsin metarhodopsin II 3,00 3PXO 03 / 11  255 
Bovine rhodopsin metarhodopsin II in complex with C-terminal fragment of GR (GRCT2) 2,85 3PQR 03 / 11  255 
Constitutively active rhodopsin mutant with bound GR (GRCT2) 3,00 2X72 03 / 11  256 
Human adenosine A2A receptor: T4 lysozyme replaces ICL3. Complex with the agonist UK-
432097 2,7 3QAK 03 / 11 
257 
Agonist state human adenosine A2A receptor: StaR engineered for stability. Complex with 
adenosine 3,0 2YDO 03 / 11 
228 
Agonist state human adenosine A2A receptor: StaR engineered for stability. Complex with 
the agonist NECA 2,6 2YDV 03 / 11 
228 
Inverse agonist state human adenosine A2A receptor: StaR engineered for stability. Complex 
with ZM241385 3,29 3PWH 06 / 11 
258 
Inverse agonist state human adenosine A2A receptor: StaR engineered for stability. Complex 
with XAC 3,3 3REY 06 / 11 
258 
Inverse agonist state human adenosine A2A receptor: StaR engineered for stability. Complex 
with caffeine 3,6 3RFM 06 / 11 
258 
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